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Introduction générale

Depuis les années cinquante du 19°™ siécle, ol le russe Menschutkin [1] a réalisé la
premiére synthese des composés phosphonates, de nombreux chercheurs dans le monde sont
intéressés a cette catégorie des molécules et des travaux concernant leurs synthéses et leurs
applications, ce fort intérét est da a leur grande stabilité par rapport aux analogues phosphates
[2].

En effet, la faible stabilitt métabolique des phosphates diminue fortement la
biodisponibilité des médicaments et par conséquent leur efficacité, constitue un probleme
crucial pour la conception d’analogues de molécules plus stables et aussi actives. La
substitution d’un atome d’oxygeéne dans les phosphates par un atome de carbone dans les
composés phosphonates permet généralement d’accéder a des composés capables de résister a
I’hydrolyse enzymatique [3]. Les molécules possédantes un groupement phosphonate ont un

champ d’activité biologique trés étendu [2].

Les acides a-aminophosphoniques en particulier, sont considérés comme une catégorie
importante de dérivés phosphonates en raison de leurs applications biologiques
exceptionnelles. lls ont des structures analogues a ceux des acides aminés [4], dans lesquels la
fonction acide carboxylique est remplacée par un groupement acide phosphonique PO (OH).,
c’est pourquoi les acides a-aminophosphoniques se trouvent en compétition avec leurs
analogues d’acides aminés pour accéder aux centres actifs d’enzymes ou d’autres cibles
cellulaires. Ceci, ajouté a leur faible toxicité, fait des acides o- aminophosphoniques une
classe importante d’antimétabolites et une source potentielle de composés médicamenteux [5].
Dans ce domaine, les acides a-aminophosphoniques peuvent étre considérés comme:
pesticides [6], fungicides [7], inhibiteurs de la protéase du VIH [8], antiviraux [9] et agents

antitumoraux [10].

Ces molécules se comportent en tant qu’agents chélateurs efficaces des métaux de
transitions et des metaux lourds [11] et elles trouvent également des applications vitales dans

I’agronomie.

La structure, la solubilité des acides phosphonigques en milieu aqueux et leur capacité a
former des complexes métalliques stables notamment avec le fer, font de ces entités des
inhibiteurs de corrosion trés efficaces exploités pour prolonger la durée de vie des

installations métalliques soit sanitaires ou industrielles.
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Dans les derniéres décennies, des articles synthétiques intensifs ont été publiés dans la
préparation des dérives a-aminophosphonates, cependant, la synthése one-pot
(réaction a trois composants) d’a-aminophosphonates, reste la réaction favorite en raison de

son parcours polyvalent et le haut rendement de cette méthode [12].

Dans ce contexte, les tendances actuelles de notre équipe de recherche, laboratoire
LEMMC, ont été orientées vers la synthése de nouvelles dérivées phosphonates et,
a-aminophosphonates et 1’étude de leurs activités biologiques, leurs propriétés complexantes

et a leurs applications dans la lutte contre la corrosion [13-23].

A cet effet et pour contribuer a 1’enrichissement de la catégorie des molécules
multidisciplinaires, nous avons synthétisé trois acides a-aminophosphoniques, puis on a
étudié leurs applications biologiques et initialisé 1’étude de leurs propriétés inhibitrices de

corrosion.
Le manuscrit est subdivisé en cing chapitres:

- Dans le premier chapitre, nous avons présenté des notions générales sur les
phosphonates, leurs dérivées, leurs methodes de synthese et une breve synthése
bibliographique sur les applications étudiées: activités antioxydants, anti-inflammatoires et

antibiotiques... etc.

- Le second chapitre décrit les procédes expérimentaux appliqués dans la synthese et
les méthodes physicochimiques d’analyses exploitées pour la caractérisation des molécules
synthétisées.

- Le troisieme chapitre regroupe les résultats de la synthése et la caractérisation des

acides a-aminophosphoniques, préparés selon la réaction de Moedritzer-lrani.

- Dans le quatrieme chapitre nous avons exposé les résultats et la discussion de 1’étude
des propriétés bioactives des molécules synthétisées ainsi que les résultats de calcul de chimie

guantique.

- Le cinquiéme chapitre, regroupe les résultats expérimentaux de 1’étude des propriétés
inhibitrices de corrosion et les résultats théoriques établis par la simulation de la dynamique

moléculaire.

Nous terminons notre these par une conclusion générale qui résumera 1’ensemble des

résultats obtenus.
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Chapitre I: Rappels bibliographiques

I.1. Généralité sur les phosphonates

I.1.1. Les composes organophosphorés

Un composeé organophosphoré est un type de composé organique comportant au moins

un atome de phosphore lié directement a un carbone.

Ces composés se répartissent en différentes classes selon le degré d’oxydation du

phosphore et la nature des substituants, notamment la présence d un atome d’oxygeéne ou d’un

autre chalcogéne [1].

Tableau 1. 1 : Principales familles des composés organophosphorés [2].
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I.1. 2. Les phosphonates

Phosphonates ou acides phosphoniques sont des composés organiques contenants un
ou plusieurs groupements C-PO (OH) > ou C-PO (OR) 2 avec (R=alkyl, aryle) (Schéma I. 1).
Les phosphonates sont des analogues des phosphates naturels (phosphates glycosidiques,
nucléotidiques, phospholipides, phosphates produits par la glycolyse), ils ont des propriétés
chimiques et biologiques différentes [3].

Dans ces composeés la liaison P-O est remplacée par une liaison P-C plus stable, ce qui
empéche leur hydrolyse par les phosphatases.

ﬂ O‘
P
rRlo=—F~0 Rlo// ~~cH,
R0 Mo R0 R}
phosphate phosphonate

Schéma I. 1: Comparaison phosphate-phosphonate.

Les phosphonates, ainsi que leurs catégories, qui prennent une part importante des
composé€s organiques, offrent un large champ d’applications scientifiques et progressent vers
I’occupation d’une position leader dans le monde de recherche scientifique [4]. D’une
maniere générale, les travaux incroyables des chercheurs dans les différents domaines,
notamment [I’inhibition de la corrosion, biologie et santé sont les témoins d’avancées

remarquables en chimie des phosphonates.
1.1.3. Bref historique

La découverte des phosphonates a été commencée depuis quelques décennies
précisément en 1865 a Marbourg, quand Nicolai Menchutkin a présenté ses travaux
concernant la synthése des biphosphonates par une réaction entre 1’acide phosphoreux et les

chloracetyles [5].

En 1897, Von Baeyer et Hofmann ont été continué sur la méme voie par la synthése de
I’EHDP (I’acide éthane-1-hydroxy-1,1-diphosphonique) [6], de plus August Michaelis et
Becker ont réagi un sel alcalin d’un phosphonate avec un halogénure pour donner un

phosphonate [7].
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Peu de temps apreés, August Michaelis et Kaehne ont préparé des phosphonates par une
réaction entre un ester de phosphore trivalent et un halogénure d’alkyle [8], cette derniére est
largement explorée et développée par Alexander Erminingeldovich Arbuzov [9] (Schéma I.
2).

1

R'-X R
P(OR); —— RO—Il’:O + R—X

OR

Schéma |. 2: Réaction d’Alexander Erminingeldovich Arbuzov.

Depuis ces premiéres découvertes, le domaine de synthése des phosphonates est
continué en expansion et cela encouragé par les propriétés importantes des phosphonates.
Parmi celles-ci, Vasily Abramov et Arkaday Pudovik, qui sont convertis des
trialkylesphosphites et des dialkylesphosphites en a-hydroxyphosphonates par des attaques
nucleophiliques [10, 11].

La recherche dans ce domaine n’a pas arrété a ce stade, et la découverte a été continuee
pour trouver des nouvelles dérivées phosphoniques analogues aux composés naturels,
notamment les esters et les acides a-aminophosphoniques. Au début des années 1950, Martin
Izrailevich Kabachnik et Ellis Fields ont montré indépendamment que la réaction d’une
amine, d’un composé carbonylé et d’un phosphite de dialkyl mene a la formation des dérivés
a-aminophosphonates. Cette réaction porte aujourd’hui le nom de ses créateurs et est donc

connue sous le nom de réaction de Kabachnik-Fields [12, 13].
1.1.4. Propriétés des phosphonates

L’importance marquante des phosphonates dans tous les domaines scientifiques

résulte de leurs propriétés physico-chimiques intéressantes, telles qu’ils :

- Sont des produits trés stables dans les conditions chimiques rigoureuses et ne sont pas

volatils.

- Sont des agents de chélation efficaces qui sont liés étroitement aux ions métalliques di et
trivalents, de plus ils empéchent la formation des précipités insolubles et de supprimer leurs
propriétés catalytiques.

- Sont des intermédiaires dans la synthése des grandes classes de composés tels que

phosphoramides, poly (alkyléne (s) H-phosphonate(s)), poly (alkyléne(s) phosphate(s)),
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bisphosphonates....etc., a cause de leur capacité de créer des liaisons carbone-carbone de
maniere efficace.

- Sont biodégradables dans le sol, libération des phosphates.

- Sont moins toxiques pour I’environnement.

- Sont des produits biologiquement tres actifs [14-16].
1.1.5. Classification des phosphonates

L’introduction des groupements phosphonates dans les différents composés
organiques n’a pas €té arrétée, et la découverte des nouvelles classes sera continuée. Les

principales catégories des phosphonates sont:

1.1.5.1. Les a-aminophosphonates
Les a-aminophosphonates et leurs dérivés sont considérés comme des analogues
structurels d’acides aminés (Schéma 1. 3), qui ont trouvé une large gamme d’application dans

les domaines de la chimie industrielle, agricole et médicale [17].

e} 0)
|_-or | _on |
HZN\:/ P\OR H,N \/ P\OH H,N \:/C\OH
R R R
(a) (b) ©)

Schéma 1. 3: Structures des (a) a-aminophosphonates, (b) acides a-aminophosphoniques

(c) acides aminés.
1.1.5.2. Les biphosphonates

Les biphosphonates (BPs) et les acides biphosphoniques sont des analogues
structuraux des pyrophosphates inorganiques (PPs) dans lesquels un atome d’oxygeéne a été
remplacé par un atome de carbone (Schéma 1. 4). Ce sont des composés organigques
synthétiques, caractérisés par une structure contenant le groupement P-C-P, et ils ont la
propriété de se lier avec des ions métalliques par coordination d’un atome d’oxygene de
chaque groupe phosphonate avec le cation. Ce n’est que durant ces quarante derni¢res années
que les BPs ont été utilisés comme médicaments et en particulier dans le traitement de

pathologies associées au métabolisme osseux [18].
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(a) (b) (©)

Schéma . 4: La différence entre les structures des acides biphosphoniques (a), BPs (b) et
PPs (c).

1.1.5.3. Les nucléosides phosphonates

Les nucléosides phosphonates sont des analogues structuraux des nucléosides naturels
et des acides nucléiques, ou le groupement (O-PO(OR)2) est remplacé par le groupement
phosphonate (CH2-PO(OR)2) (Schéma I. 5). Ceux-ci peuvent agir comme des inhibiteurs
compétitifs d’ADN ou d’ARN polymérases virales et cellulaires ou, en variante, peuvent étre
incorpores dans des ADN croissants ou des brins d’ARN, provoquant une terminaison de
chaine [19, 20].

o
o)
RO\ //O NH \ //o | NH
RO/P\ O | /g o P\ /&
H204<ogN o o o) N o
HO OH HO OH
(a) (b)

Schéma I. 5 : La différence entre la structure des nucléosides phosphonates(a)

et nucléosides (b).
1.1.5.4. Les a-hydroxyphosphonates

Les a-hydroxyphosphonates sont des phosphonates ou I’atome a-carbone lié au
phosphore est substitué¢ par le groupement hydroxyle. Ils ont attiré 1’attention d’un grand

nombre de scientifique en raison de leurs activités biologiques [21] (Schéma 1. 6).

OH

R! ”/
P
Rzﬁ/ Nor RZ%P\OH

OH OH
(@) (b)

Schéma 1. 6 : Structure chimique des (a) a-hydroxyphosphonates

et (b) acides a-hydroxyphosphoniques.
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1.1.5.5. Les alkyles-phosphonates et les aryles-phosphonates

Sont des composés organophosphoré dont le groupement phosphonates est lié a un
radicales alkyle ou aryle (Schéma I. 7).

| ﬁ | (|)|
OR3 OH
pd ~
R! P R! P
Sor¢ om
RZ RZ
(a) (b)

Schéma 1. 7 : Structure chimique des alkyles-phosphonates et des aryles-phosphonates,
(a) ester phosphonique et (b) acide phosphonique.

1.1.5.6. Les polyphosphonates

Les polyphosphonates sont des macromolécules organophosphorées dont on note une
répétition d’un ou plusieurs types de motifs monomeres qui portent un ou plusieurs
groupements phosphoniques (Schéma I. 8). Ils présentent un large domaine d’application,
notamment des applications pharmaceutiques et biomédicales qui sont dépendent largement
de leur grande pureté et polydispersite [22, 23].

i 2 i
1
R—o—P—o—R1+o—P—o—R1]—P—o—R
R? R2 np2

Schéma 1. 8 : Structure chimique des polyphosphonates (R*: Alkylene, aryléne ; R, R?: H,
Alkyle, Aryle).

1.1.6. Méthodes de synthése des composés phosphonates

Il existe de nombreuses approches synthétiques envisageables pour accéder aux
composés phosphonates, nous citerons les méthodes les plus utilisées.

1.1.6.1. Réaction de Michaelis-Arbuzov

La réaction de Michaelis—Arbuzov est la plus utilisée [24], elle consiste une addition

d’un trialkylesphosphite sur un halogénure d’alkyle [8,9] (schéma I. 9).
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Rl
X 1_ 1 -
R O\ /R Chauffage R? (|) X
- P—0  —— \p=0 +
R RI_O | Rl
O\Rl

R! et R?= alkyle ou aryle, X=CI, Br, I, F

Schéma 1. 9 : Réaction de Michaelis-Arbuzov.
Cette voie de synthese comprend deux étapes principales : la premiéere étape est une
substitution nucléophile de 1’halogénure par le trialkyle phosphite et la deuxieme,

I’halogénure libéré vient de capter un des alkyles [25].
1.1.6.2. Réaction de Michaelis-Becker

Les phosphonates peuvent également étre synthétisés par la réaction de Michaelis—
Becker. 11 est primordial de générer I’anion d’un dialkylphosphite que ’on fait réagir sur un

dérivé halogéné, I’hydrure de sodium est ainsi utilisé a basse température [24] (Schéma I. 10).

(')' A NaH/THF Ox
- P(OR), , R S 1|° (RO),
0°C R'

Schéma 1. 10 : Réaction de Michaelis-Becker.

1.1.6.3. Réaction d’Abramov et Pudovik

Les réactions de Pudovik et Abramov représentent les plus importants modes de
phosphorylation des composés organiques par la création d’un dérivé tétra-coordonné avec
une liaison P-C [26, 27].

La réaction d’Abramov consiste en I’addition d’un di ou trialkylphosphite sur le
groupement carbonylé pour I’obtention des a-hydroxyphosphonates [11] (Schéma I. 11, a).
Dans la réaction de Pudovik les a-aminophosphonates sont obtenues par 1’addition d’un di ou

trialkylphosphite a la liaison C=N- d’imines [10] (Schéma I. 11, b).
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R!

R4
T+ ||/
R1 R2 3 \ //O HO
R o P\ (a) Abramov
H

R!

NR3 / ” R4
Base
(0]
Jk + 5 \ éo /
R’ R? R o~ F’\ (b) Pudovik
H

Schéma . 11 : Réaction d’Abramov et Pudovik.
1.1.6.4. Réaction de Kabachnik-Fields

La réaction de Kabachnik-Fields (phospha-Mannich), découverte en 1952, est I'une
des méthodes classiques les plus intéressantes pour la synthese des phosphonates, notamment
les a-aminophosphonates. Elle consiste a réagir en une seule fois une amine, un dérivé
carbonylé et un dialkylphosphite, cela été fait par I'utilisation des acides de Lewis comme
catalyseur dans la plupart des cas [28] (Schéma 1. 12). Parmi les inconvénients de cette

méthode est apparition des sous produit [29].

1
Rl H OR4 R3 X " OR4
5 : _ \ |
+ RN 4 H—P=0 — HN P
R? H ORS OR?
R2

Schéma |. 12 : Réaction de Kabachnik-Fields.

Cette réaction peut se faire en plusieurs étapes. En effet, il a été raisonnablement
supposé que la premiére étape est la formation de ’imine 3 correspondante (Schéma I. 13,
voie A). Etant donné que sa formation est un processus réversible, I’application de tout moyen
permettant I’élimination de I’eau formée est utile. Dans la deuxiéme étape, les composes
ayant une liaison P-H s’ajoutent a la liaison C = N de I’imine 3, (addition du type Pudovik)

pour donner les phosphonates 4 comme produit final.

Les dialkylphosphites sont capables de subir ’addition d’ Abramov a la liaison C = O,
donnant des a-hydroxyphosphonates 5 (Schéma I. 13, voie B).
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A
R1 + R3=NH> R1, ,OH 1
>=0 -— >< —_— NR3
R ’ Ry NHRj3 = Hx0 R 4
R40 2~ R40
\‘ l
g ||+ H-P=0 RaQ +H-P=0
| H=-Pz0 ™ I
R50 Rsé . R50
R4O R, A R4C|’ R1
o=p—-on - +Ra N2 > °=':’_|_NHR3
5 4

Schéma I. 13 : Le mécanisme de la réaction de Kabachnik-Fields.

Basés sur les données experimentales, Petrov et al ont suggeré que la voie de la
réaction Kabachnik-Fields dépend de la basicité de I’amine. Les amines faiblement basiques
tels que les anilines, favorisent la formation d’une imine (voie A), tandis que les alkylamines

tels que cyclohexylamines réagies selon la (voie B) [28].
1.1.6.5. Réactions pour I’obtention des acides a-aminophosphoniques

Apreés la préparation des acides et esters de mono- et poly-méthylene-diphosphoniques
en 1966, Moedritzer et Irani ont développé une nouvelle procédure pour la synthese des
acides a-aminophosphoniques en se basant sur la réaction de Kabachnik-Fields. Ils ont
préparé des acides a-aminométhylphosphoniques en impliqguant un acide phosphoreux,

formaldéhyde et une série d’amines (Schéma I. 14) [30].
R; NH, + nCH,O0 + nHP(O)(OH), —— > R;3  N(CH,P(O)(OH),), + nH,0
(avec n=1,2 ou 3)

Schéma I. 14 : Réaction de préparation des acides a-aminométhylphosphoniques

d’aprés Moedritzer-lrani.

En 1970, une autre procédure générale a été mise en vue par Roman Tyka pour la
synthése d’une série d’acides N-benzyle-a-aminophosphoniques a partir d’une réaction

d’addition entre une série de bases de Schiff et du diéthylphosphite (Schéma I. 15) [31].

En 1978, une série d’acides o-aminophosphoniques a été synthétisée par Derek

Redmore, en reagissant ’acide phosphoreux avec une série d’imines qu’a été préparée en
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premier temps a partir d’une condensation de quelques amines avec une séric d’aldéhydes

[32] (Schéma I. 15).

R2
R1'CHO + RZ'NHZ —_— R']/\N/ + HZO

HP(O)(OC2Hs),
HP(O)(OH)zl

R! N
OH “R2
‘ HN—R? = C,H:0—P—OC,H
PARI A N PARI
o—p < H,0/HCl I
| R ©
OH

Schéma 1. 15 : Synthése des acides a-aminophosphoniques.
I.1. 7. Toxicologie

Plusieurs études montrent que la toxicité des phosphonates est faible. Pour les
organismes aquatiques, par exemple, on obtient des CEso (concentration efficace) entre
0.42 mg/L et 11000 mg/L alors que la concentration moyenne en phosphonate dans les eaux
de surface en Europe est de 0.253 g/L, de plus le facteur de bioconcentration dans les poissons

est tres bas.

Les phosphonates sont peu absorbés dans le tractus gastro-intestinal et la dose
absorbée est majoritairement excrétée par les reins. Pour I’homme, la toxicité¢ des
phosphonates est également faible, d’ailleurs ils sont utilisés dans la composition des

médicaments [33].
1.1.8. Domaines d’application des phosphonates

Les champs d’application des phosphonates sont extrémement nombreux et touchent

pratiquement 1’ensemble des aspects de la vie de tous les jours.
1.1.8.1. La biologie, médecine et pharmacologie

Les phosphonates ont suscité¢ I'intérét de la communauté scientifique et le nombre
d’études concernant leur synthése ou leur activité biologique ne cesse de croitre. La raison
d’un tel engouement provient principalement de la différence de stabilité relative des
groupements phosphate et phosphonate. Les phosphates ont tendance a s’hydrolyser
notamment au contact des phosphatases digestives, et par conséquent cela en fait de mauvais

candidats en tant que médicaments. La substitution d’un atome d’oxygeéne par un atome de
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carbone permet généralement d’accéder a des composés aussi actifs, mais plus stables et plus
lipophiles, ce qui empéche leur hydrolyse par les phosphatases [3]. Ceci, associé a leur faible
toxicité pour les mammiféres, fait des phosphonates une source potentielle de composés
medicinaux [34].

Médicaments suppression de la croissance du cancer et tumeur

De nombreux types d’agents chimiothérapeutiques ont été révélés efficaces contre les
cancers et les cellules tumorales, mais il existe des types de cancers et des tumeurs qui ne
répondent pas a ces agents. Malheureusement, bon nombre de ces agents détruisent les
cellules normales [35].

Les acides aminophosphonique et peptides pénetrent 4 a 5 fois plus facilement a

travers les membranes des cellules cancéreuses que ceux des cellules normales [36].

La société Procter & Gamble a conclu que la N-(phosphonométhyl) glycines est
particulierement efficace dans la répression de la croissance des tumeurs, les virus ou les
bactéries [37].

Des compositions pharmaceutiques constitués des derivés de N- (phosphonométhyl)
glycine utilisées pour inhiber la croissance des cancers et autres tumeurs par I’administration
d’une quantité efficace soit par voie orale, rectale, ou par voie parentérale. La combinaison
des dérivés de N- (phosphonométhyl) glycine avec des agents chimiothérapeutiques peuvent
réprimer et réduire la croissance des cellules cancéreuses, y compris la leucémie, sans affecter

les cellules normales [35].
Médicaments antiresorption, les transporteurs de métaux radioactifs

Les bisphosphonates inhibent la résorption osseuse spontanée ou induite par la
parathormone ou d’autres peptides d’origine tumorale. Grace a cette propriété, les
bisphosphonates sont utilisés pour traiter les maladies dans lesquelles il existe une résorption
osseuse excessive conduisant d’une part a des hypercalcémies et d’autre part a des atteintes
osseuses a I’origine de douleurs et de fractures [38]. En outre, ils servent de transporteurs pour
les radionucléides dans les traitements de cancer des os (samarium-153-éthyléne diamine

tétraméthylenephosphonate) [39].

Les bisphosphonates contenant de I’azote comme pamidronate commercialisés sous le

nom de (Aredia®), aledronate (Fosamax), risendronate (Actonel), et zolendronate (Zometa),
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présentés par le schéma I. 16, représente une classe importante des drogues actuellement
employées pour traiter I’ostéoporose, la maladie de paget et I’hypercalcémie [40].

\II \II \||

Ho— " \ / HO~ " \ / Ho— " \ / >||
HO\P/ \(CHz)z - HO\ / \(CH2)3 NH, HO\ / \ - v >< /\
” 2 ” /” \ / H0> CHy——N \N
0 o 0] ” \__/
Pamidronate Aledronate Risendronate Zolendronate

Schéma 1. 16 : Structures de certains exemples des médicaments a base des phosphonates

utilisés dans le traitement du cancer des os.

Les bisphosphonates sont remarquablement non-toxiques a d’autres organes et sont
tres bien tolérés cliniguement. Ceci peut étre expliqgué par I’accumulation rapide du
bisphosphonate dans 1’0s, ayant pour résultat une demi-vie tres courte de plasma et une basse

exposition du tissu viscéral [41].
Les prodrogues antivirales

La pluparts des antiviraux utilisés pour traiter les infections virales et les rétrovirus
sont des analogues aux nucléosides. Ces analogues ont généralement besoin d’étre convertis
par trois étapes de phosphorylation en 5'-triphosphate (Schéma 1. 17.a). La premiere étape de
phosphorylation, qui offre la 5-monophosphate (MP), est souvent le goulot d’étranglement
dans cette transformation, et ainsi des agents pourraient montrer une faible activité en raison
de I’absence de cette transformation. Ce probléme peut étre évité en utilisant les phosphonates
nucléosidiques (Schéma I. 17.b) [42].

a

ACV ACV-MP ACV-DP ACV-TP
0 (o]
HN ‘ N\> )t HN ‘ N\>
HNT N N HN" N N
HOT/OJ [—OT/OJ p—pP _Oj/o P—P—P—Oj/o
HSV-1 thymidine Kinase GMP Kinase NDP Kinase Active métabolite
b
PMEA PMEA-MP PMEA-DP
NH, NH, NH,
N, N, N
HN HN
LY LY ““ﬁ\>
X X N
N N~ N N~ "N P Phosphonates
P— 0 |»—p\/o\‘ P—P——P—__O P Phosphat

AMP Kinase AMP Kinase Active métabolite

Schéma |. 17 ;: Métabolisme de nucléosides.
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Plusieurs phosphonates nucléosidiques sont maintenant utilisées dans la préparation
des médicaments antiviraux (anti HIV, anti HBV, anti HCV et anti HPV) [43], tel que le (S)-
1-(3-hydroxy-2-phosphonylmethoxypropyl) cytosine (HPMPC, cidofovir) présenté dans le
marché sous le nom Vistide ® utilisé pour le traitement du syndrome d’immunodéficience
acquise SIDA (Schéma I. 18-a). L’Adefovir dipivoxil qui est indiqué dans le traitement des
patients adultes atteints d’hépatite B chronique (Schéma I. 18-b).

NH,

NH,
NT Xy
)\)j </ | /) 0
o I PN
o K/O\/ Il’_o ©
) 0 0
/ ~~" K
HO o
HO
(a) (b)

Schéma 1. 18 : Nucléosidiques phosphonates.

(@)- (S)-1-(3-hydroxy-2-phosphonylmethoxypropyl) cytosine (HPMPC, cidofovir).
(b)- bis (pivaloyloxymethyle) ester du 9-(2-phosphonylméthoxyéthyle) adénine, bis
(POM) PMEA ou l’Adefovir dipivoxil.

Anti-inflammatoire

Les composés phosphorés contenant des hétérocycles tel que : les oxaphospholes,

I’oxaphosphinine et le vinyloxaphosphinine phosphonate ont été¢ décrits comme des anti-

inflammatoires [44, 45]. (Schéma I. 19)

0 OCH; OCH;
OCH, o
0 Br S S
~7 Z o 7 Z N
och ‘ | ‘ |
} p—O0CaHs CH0— pe—OC2Hs
R 0 C,H0 0
OCH; 2Hs
R OCH;,
R=CN, CO,Me, CO,Et R=CN, CO,Me, CO,Et
Oxaphospholes Oxaphosphinine Vinyloxaphosphinine phosphonate

Schéma I. 19: Structures chimiques des anti-inflammatoires contenants des groupements

phosphonate.
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Substance antibiotique

Un acide phosphorique qui a des propriétés d’un antibiotique a été isolé a partir d un
bouillon de fermentation de la bactérie Streptomyces fradiae en 1969. Le composé a été
nommé Fosfomycine (Schéma I. 20) et sa découverte a été un éveénement extrémement
important dans la chimie du phosphore. La Fosfomycine est active contre les bactéries

Gram-négatives et Gram-positives [46].

Alaphosphin, (Schéma I. 20) est un antibiotique qui bloque la formation de la paroi

bactérienne par inhibition de I’alanine-racémate [47].

0 CH, 1|{
| on H OH
-
H,C P, HoN N |
P—0
>v<H i |
H 0 CH; OH
Fosfomycine Alaphosphin

Schéma 1. 20 : Exemples de meédicaments acides phosphoniques utilisés comme antibiotiques.
Les aminophosphonates et Iactivité antioxydant

En effet il a été démontré que quelques composés a-aminophosphonates peuvent étre
utilisés comme antioxydants, une étude réalisée sur D’activité antioxydante de quelques
aminométhanephosphonique démontre que ces composes, a la fois cycliques et acycliques
protegent les membranes érythrocytes contre la peroxydation [48]. Nicolae Onita et al ont

synthétisé de nouvelles molécules d’aminophosphonates douées de cette activité [49, 50].
1.1.8.2. Dans la corrosion

Les phosphonates sont considérés comme inhibiteurs de corrosion et plusieurs travaux
ont été présentés pour impliquer 'importance de ces composés en tant qu’inhibiteurs de

corrosion, parmi ceux-ci :

- L’étude de Dlactivité inhibitrice de 1’acide methylenebis (2-hydroxy-5, 1, 3-
phenylene) bismethylene tétraphosphonique (Schéma I. 21) vis-a-vis de la corrosion de I’acier
au carbone en solution 3% NaCl par S. Saker et al en 2015 montre que la molécule étudiee

représente un inhibiteur de corrosion efficace [51].
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Schéma I. 21 : La structure chimique de [’inhibiteur étudié par Saker et al. [51]

- La synthése d’une série de cinq dérivés aryles sulfonamidométhylphosphonate par
C.B. Verma et al (Schéma 1. 22), suivie par une étude de leurs activités inhibitrices de

corrosion vis-a-vis de I’acier doux en milieu (HCI ; 1M).

o INH-1, Ar= 4-CH;-CHs- R=4-CH;-CoH;-
\ _OEt
_ INH—Z, Ar= 4-CH3-O-C6H5- R=4-CH3-C6H5'
EtO A
r
H—N INH-3 , Ar= 4-CH3-C6H5CH2-O-C6H5 R=4-C1_C6H5_
R
-
O//S\\o INH-4, Ar= 4-CH;-0-CHs- R=4-NO,-C¢Hs-

INH-5, Ar= 4-CH;-O-C¢H;- R= CH, H;-

Schéma I. 22 : Les structures chimiques des inhibiteurs étudiés par Verma et al. [52]

Les résultats liés a ces études montrent que ces composeés sont des bons inhibiteurs de

corrosion et leurs efficacités augmentent avec la concentration [52].

1.1.8.3. Industrie agriculture

De nos jours les aminophosphonates sont utilisés quotidiennement dans plusieurs
secteurs d’activités, par exemple, le Buminafos, est utilis¢ comme régulateur de la croissance
des plantes. L’herbicide le plus utilis¢é au monde, le glyphosate —N (phosphonométhyl)

glycine (Round up ©) est aussi un acide aminophosphonique [53].

Les phosphonates possédent une efficacité fongicide qui a été démontrée dans de
nombreux pays (par contre ils n’ont aucun effet fertilisant) mais leurs modes d’actions sont

controverseées :

-lls inhibent le développement du champignon dans la plante par une action directe.

-IIs renforcent les défenses naturelles de la plante d’une maniere indirecte.
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Les sels de diesters d’acide H-phosphonique possédent les propriétés des plantes
préservatives contre la pathogenése causée par des fongicides [54].

ol
_/\/ O
(0] O
N\ / O H H O:P< _ R?
HN P P HO__ | \ / O /RZ
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Schéma 1. 1 : Structures des composés phosphonates utilisés dans [’agriculture.
1.2.8.4. Dans I’industrie

Les phosphonates sont utilisés aujourd’hui dans tous les domaines de 1’industrie, une
utilisation industrielle importante de phosphonates est dans le traitement des eaux comme des
agents de chélation et de précipitation des métaux surtout les métaux lourds et toxiques, ceci

permet d’éliminer ces métaux d’une fagon trés facile [55].

En fabrication des pates et papiers et dans I’industrie textile, ils servent de
stabilisateurs de blanchiment au peroxyde, par chélation des métaux qui pourraient inactiver
le peroxyde. Dans les détergents, les phosphonates sont fréeqguemment utilisés parce qu’ils
empéchent la précipitation des sels de calcium, stabilisent les agents blanchissants et

empéchent I’accumulation de dépdt calcaire [56].

Les phosphonates sont aussi utilisés pour assurer la protection des peintures

métalliques des voitures.

Dans I’industrie des catalyseurs les phosphonates sont généralement utilisés dans la
préparation des catalyseurs hétérogenes, cocatalyseur dans la préparation du polypropyléne

isotactique [57].
1.2. Activité antioxydante

La recherche de nouveaux agents antioxydants toujours plus efficace est devenue un
axe de recherche mondial comme en témoigne le nombre toujours croissant d’articles dans la
littérature a ce sujet. En outre la compréhension des phénoménes impliqués dans le
mécanisme d’action de ces molécules est un critere essentiel pour pouvoir imaginer de

nouvelles structures encoure plus active.
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1.2.1. Définition du stress oxydant

Chez les mammiféres, la chaine respiratoire mitochondriale joue un réle primordial
dans la cellule, elle permet notamment la réduction de I’oxygéne en molécules d’eau. Cette
réaction permet I’apport d’énergie nécessaire au bon fonctionnement de la cellule. Au cours
de ce processus une faible quantité d’oxygene est convertie en espéces réactive de ’oxygene
(ERO), comme I’anion superoxyde (O2*), le radical hydroxyle (HO®) ou le monoxyde d’azote
(NO*®). Notre organisme produit donc en permanence ces ERO. Ces espéces ont des roles

physiologiques importants pour la cellule lorsqu’elles sont produites en faible quantité.

Cette production physiologique peut étre maitrisée par des systéemes de défense. Mais
si elles sont produites en trop grande quantit¢ comme le cas d’infection, ou en réponse a
certains stimuli exogenes ou endogénes, les mécanismes de régulation ne seront plus

suffisants. 1l y a alors un déséquilibre de la balance entre les prooxydants et les antioxydants.

Ce déséquilibre représente le stress oxydant. Une fois le stress oxydant déclenché, un
profil pathophysiologique s’ensuit [58, 59].
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Figure 1. 1. Balance radicaux libre /antioxydants
1.2.2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes, molécules ou des partis de molécules contenant un
ou plusieurs électrons non appariés dans leur orbite externe tel que I’anion superoxyde (02*),
le radical hydroxyle (OH®), et le monoxyde d’azote (NO°). Du fait de leur instabilité
chimique, les radicaux libres ont une tendance a revenir vers un état plus stable en donnant un
électron ou en prenant un autre a partir d’'une autre molécule. Les molécules ainsi
transformées deviennent a leur tour des radicaux libres et commencent une chaine des

réactions [60].
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Les radicaux libres sont capables d’attaquer les cellules saines du corps, causant leur
disfonctionnement et leur déformation. lls peuvent semer le désordre dans la structure des
protéines cellulaires, des lipides membranaires, des acides nucléiques et ils peuvent
éventuellement entrainer la mort cellulaire, en général les radicaux libres ont été impliqués
dans la pathogénie de plusieurs maladies, y compris le cancer, le diabéte, et I’arthrite [61]. Les
radicaux libres peuvent aussi gater les aliments, flétrir les légumes et les fruits, rancir les

graisses [62].

Par ailleurs, il existe d’autres dérivées oxygénées réactives dont leur toxicité est trés
importante telle que le peroxyde d’hydrogéne (H20z), et le peroxynitrite (ONOO), qui ne sont
pas des radicaux libres, mais peuvent étre des précurseurs des radicaux. De point de vue
terminologique, ’ensemble des radicaux libres et des especes réactives non radicalaires est

souvent connue sous le nom des espéces réactives de I’oxygene (ERO) [60].
1.2.2.1. Les sources des radicaux libres
Les radicaux libres ont plusieurs origines :

Les sources exogenes : Les rayonnements y ou v, les polluants de I’air (fumée des cigarettes
et les contaminants industriels) ainsi qu’une large variété de xénobiotiques (toxines,
pesticides, herbicides) et médicaments (antibiotiques et anticancéreux) peuvent contribuer a

une production importante des ERO [63].

Les sources endogenes : dans I’organisme les radicaux libres sont produits au cours de
nombreuses réactions engagées dans les mécanismes physiologiques, (respiration
mitochondriale), dans les mécanismes pathologiques (inflammation, infection) et les allergies
[50].

Les ions métalliques : ils été démontre que les sels du fer (1) et de cuivre (I) catalysent la
transformation de H>O2 en OH®. Elle n’étonne pas, donc que la plupart de fer dans le corps
est séquestré dans I’hémoglobine ou autres des protéines de transport, et le cuivre est

étroitement lié aux acides aminés ou aux petits peptides [64].
1.2.3. Les antioxydants

L’équilibre entre les effets positifs et négatifs des ERO est particulierement fragile. La
production des ERO est strictement régulée par notre organisme qui a développé des moyens
de défense pour la protection contre les effets potentiellement destructeurs des ERO et que

I’on appelle antioxydants.
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1.2.3.1. Les sources d’antioxydants

Dans [’organisme : les antioxydants de notre organisme peuvent se diviser en deux
systemes ; Enzymatique (superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT) et glutathion
peroxydase (GPx) et le glutathion réductase (GR)) et non enzymatiques, telles que les
vitamines C et E, les caroténoides et les polyphénols [65]. Tous ces antioxydants travaillent

de facon synergique contre les différents types de radicaux libres.

Les antioxydants dans [l’alimentation : les fruits et légumes sont des sources des
antioxydants naturels. Les petits fruits et certains légumes comme I’oignon, la tomate et les
cruciféres sont des sources particulierement riches d’antioxydants qui peuvent contribuer aux

systémes de défense de 1’organisme contre I’oxydation [66].

Les antioxydants synthétiques : Parmi les antioxydants de synthése qui sont autorisés dans
certains aliments: le BHT 321 (3,5-ditertiobutyl-4-hydroxytoluene), BHA 320 (3-tertiobutyl-
4- hydroxyanisole), sont solubles dans les lipides et résistent bien a la chaleur. Ils ont une
action synergique. Le TBHQ (tertiobutyl-hydroxyquinone) est moins soluble dans les graisses
et le PG (gallate de propyle) a I’avantage d’étre relativement soluble dans I’eau, mais
I’inconvénient d’étre peu soluble dans les lipides, peu résistant a la chaleur et de donner avec
le fer des sels de couleur foncée. Le nitrite présent des propriétés anti oxydantes, il peut aussi
former des nitrosamines cancérigéenes. Les chélateurs de métaux utilises et plus efficaces sont

les polyphosphates et les dérivés d’acide citrique [67].
1.2.3.2. Usage des antioxydants

A Theure actuelle, les antioxydants sont largement utilisés dans les différents

domaines :

Dans P’industrie chimique: Par exemple pour éviter le durcissement du caoutchouc, ou en

métallurgie, pour protéger les métaux de 1’oxydation.

Dans I’industrie agroalimentaire: Ainsi, les antioxydants présents dans les aliments
protegent les molécules organiques, comme les graisses. Parmi les antioxydants utilisés on

trouve I’acide L-ascorbique (vitamine C), tocophérols (vitamine E)...

Dans I’industrie teinturerie: Pour éviter 1’oxydation des colorants au soufre ou des colorants

de cuve lors de la teinture [66].
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Application en cosmétique: Les curcuminoides et les THCs (tétrahydrocurcuminoides) sont
des antioxydants efficaces, en raison des fonctions para-hydroxyle des noyaux benzéniques
terminaux. Le pouvoir antioxydant de cette famille de molécules présente un tres grand intérét
en cosmétique dans la préparation des cremes solaires ou "anti-age". Elles offrent une
protection pour la peau contre les rayons UV, elles pourraient aussi agir au niveau de

I’oxydation lipidique des différents composés de la créme [68].
1.2.3.3. Mécanismes d’antioxydation

Les antioxydants peuvent étre répartis en deux types : les antioxydants préventifs et les
antioxydants « chain breaking ».

Les antioxydants secondaires ou préventifs : qui assurent I’inhibition de la production des

radicaux libres.

Les antioxydants primaires ou radicalaires ou vrais, « chain breaking » : qui permettent
I’interruption de la chaine autocatalytique. Ces antioxydants peuvent agir selon deux
mécanismes:

e Les donneurs d’hydrogéne: C’est le cas le plus fréquent: AH+R — A“+ RH.
La molécule AH est antioxydante si le radical formé A" est plus stable. La stabilité du radical
A’ peut s’expliquer par sa conversion en composés non radicalaires: A+A"—A-A ou
A+R*—A-R.

Ces antioxydants sont principalement des composés phénoliques mono-, ou

polyhydroxylés (tocophérols, tocotriénols, BHT, BHA, flavonoides...etc.) [69].

e Les antioxydants « sacrifiés »: concernent des molécules, elles- mémes radicalaires,
qui réagissent avec les radicaux peroxyles ou alcoxyles pour donner des produits non
radicalaires interrompant ainsi la propagation de la peroxydation. Deux radicaux sont connus

pour se combiner avec les radicaux peroxyles : NO et I’anion superoxyde (037) [70, 71].
1.3. Activité anti-inflammatoire

1.3.1. Inflammation

L’inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants,
vasculaires, a une agression d’origine physique, chimique ou biologique dans le but de

maintenir son intégrité. L’inflammation est un processus habituellement bénéfique: son but
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est de mobiliser le syst¢tme immunitaire afin d’éliminer 1’agent pathogéne et de réparer les

Iésions tissulaires.

Elle se repose sur tout un réseau de facteurs cellulaires et humoraux, qui ouvrent en
coordination immédiatement aprés 1’agression, pour éliminer les stimuli nocifs et les tissus

endommagés [72].
1.3.2. Types d’inflammation

L’inflammation peut étre de courte durée (inflammation aiguée), ou se pérennise

(inflammation chronique) qui nécessite un contrdle médicamenteux.
1.3.2.1. L’inflammation aiguée

Elle est caractérisee par quatre phénomeénes typiques qui sont 1’cedéme, la douleur, la
chaleur et la rongeure, elle dure de quelques jours a quelques semaines et peut étre ainsi

divisée en quatre phases :
Phase vasculaire immédiate (modification de la microcirculation locale)
Phase cellulaire (mobilisation des cellules immunitaires)
Phase de résolution et de cicatrisation (restauration des tissus en quelques jours).
1.3.2.2. L’inflammation chronique

Elle se développe si ’agression persiste ou dans les tissus soumis a des réactions auto-
immunes, ou I’antigéne ne peut étre éliminé, elle dure quelque mois ou des années voire
méme se prolonger le long de la vie de I’individu a la différence de I’inflammation aiguee, les
phases vasculaires et cellulaires ne se succedent pas mais coexistent toute au long de
I’évolution de I’inflammation. Le macrophage constitue I’essentiel de I’infiltrat cellulaire vert

le site d’inflammation [73].
1.3.3. Les anti-inflammatoires
Les anti-inflammatoires sont des médicaments qui luttent contre les inflammations.
1.3.3.1. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Depuis I’antiquité les AINS sont utilisées pour abaisser la douleur, la fievre et
I’inflammation. Ils présentent une grande étherogeinité chimique, mais ils sont tous capables

d’inhibés de maniére non sélective la cyclo-oxygénase (cyclo-oxygéne est formé de plusieurs
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isocyclo-oxyane) par contre il y a des anti-inflammatoires qui agissent sur cyclo-oxygene
precis.

Parmi les effets indésirables d’AINS I’inhibition non sélective de la cyclo-oxygénase
dont la régulation de nombreux processus physiologiques tels que la maintenance de
I’intégrité de la muqueuse gastrique, la fonction rénale et 1’agrégation plaquettaire. Le
développement d’inhibiteurs sélectifs de la cyclo-oxygénase 2 COX-2 enzyme induite suite a

I’exposition de 1’organisme au stimulé inflammatoire s’avére nécessaire [74].
1.3.3.2. Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS)

Les AIS ou les glucocorticoides constituent une vaste famille de médicaments dérivés
du cortisol. Comme les glucocorticoides endogénes, les AIS se lient a leurs récepteurs au
niveau du cytoplasme formant un dimere (récepteur + corticoide) qui se lie sur les génes
appropriés ce processus conduit a une transcription accrue (élevee) des génes codants pour les
proteines anti-inflammatoires telles que la lipocortine 1 et I’interleukine 10, et une inhibition
de D’expression de plusieurs geénes codants pour les protéines proinflammatoire dont les
cytokines, les enzymes, les récepteurs et des molécules d’adhésions, parmi les effets adverses
(indésirables) des AlS les troubles aigués tels que 1’hypertension artérielle, dérégulations de la
biosynthése des glucocorticoides a la fin du traitement, insomnie, ulcére gastrodiodino, alors

les troubles chroniques sont: ostéoporose, cataracte ,prise de poids [73].
1.3.3.3. Les anti-inflammatoires d’origine végétale

Les plantes médicinales sont tres utilisées en medecine traditionnelle a travers le
monde pour le soulagement des maladies inflammatoires tel que D’arthrite rhumatoide,

I’asthme la bronchite, I’arthrose ...etc.

L’activité anti-inflammatoire de ces plantes revient aux métabolites secondaires doués

d’activité biologique telle que les polyphénols, alcaloides, saponines et coumarines...etc.

Les substances actives peuvent agir a plusieurs niveaux de la réaction inflammatoire
en inhibant le métabolisme de I’acide arachidonique, les mécanismes de transduction du
signal impliqué dans 1’activation des cellules inflammatoires, la synthése des cytokines pro
inflammatoire, I’expression des molécules d’adhésion, I’activation du facteur nucléaire

Kappa-B et la production des ERO.
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1.4, Activité antibactérienne

L’organisme humain, exposé a une multitude de microbes (bactéries, virus, parasites,
champignons), possede un systeme complexe de défense qui lui permet de rencontrer ou
d’héberger ces microbes sans leur permettre d’envahis se tissus. Cependant, dans certaines

conditions, I’infection peut entrainer une maladie infectieuse grave.

Les maladies infectieuses causées par les bactéries et les champignons affectent des
millions de personnes dans le monde entier; les principales infections bactériennes sont la

tuberculose, la pneumonie, I’angine, la bronchite, infections urinaires, les abcés, I’acné...[75].

Les bactéries ne sont pas seulement nuisibles pour I’homme et 1’animal, mais d’autres
produits, substances ou matériaux peuvent &tre détruits ou altérés sous I’effet de leur
multiplication: déterioration des produits alimentaires; plusieurs monuments d’un grand

intérét historique sont dégradés, les canalisations aussi peuvent étre perforées.

Alors, 1l est devenu indispensable a I’homme de mener une Ilutte contre
I’envahissement des microorganismes, pour conserver ses biens, son potentiel industriel, son

patrimoine artistique et pour “protéger son existence™ méme.

Les moyens de luttes ont nombreux, les agents physiques (température,
rayonnements...), les agents chimiques (métaux lourds, chlore et dérivés, alcools...) sont tres
actifs mais nocifs, aussi bien pour les bactéries que pour les cellules humaines ou animales.
Mais il y a d’autres agents, possédants une "toxicité ¢Elective": ils s’opposent a la
multiplication bactérienne sans nuire aux cellules de 1’hdte, et sont utilisés pour cette raison

en thérapeutique, ce sont les "Antibiotiques™ [76].

Ces antibiotiques, qui ont sauvé des vies et soulage des souffrances de millions de
personnes durant des années et jusqu’a ce jour. Cependant, la recherche de nouvelles
molécules s’avére nécessaire car, dés le début de I’ére de I’antibiothérapie, ces substances ont

montré un certain nombre d’inconvénients et de limites d’utilisation résumées comme sulit :
- effets secondaires et toxicité des molécules antimicrobiennes pour 1’organisme traité.
- tolérance et résistance croissante des germes infectieux aux antibiotiques.

- difficultés rencontrées dans le traitement des maladies exigeant la destruction des
germes pathogenes indépendamment des facultés de défense du malade (patients

immunodéprimés) [75].
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1.4.1. Les antibiotiques

Le mot antibiotique signifie au sens étymologique: contre (anti) les organismes

vivants (biotiques), le mot biotique signifie ici plus précisément contre les bactéries.

Au cours des années, la définition de ce terme se précisa pour devenir, en 1947, "toute
substance chimique, produite par un micro-organisme, ayant la propriété d’inhiber la
croissance et méme de détruire les bactéries et autres micro-organismes d’une maniére
spécifique". Avec la venue du génie chimique, la "substance" n’avait plus a provenir d’un
organisme vivant pour faire partie de la définition mais pouvait aussi bien étre produite

totalement ou en partie de fagon synthétique [77].
1.4.2. Critéres de classification
La classification des antibiotiques peut se faire selon :
1.4.2.1. Origine

Elaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthese (synthetique ou semi-
synthétique). A I’heure actuelle, il s’agira souvent de molécules, le plus souvent obtenues par
hémisynthese.

1.4.2.2. Mode d’action

Paroi, membrane cytoplasmique, synthése des protéines, synthése des acides

nucléiques.
1.4.2.3. Spectre d’activité

Le spectre d’activité d’un antibiotique est la liste des espéces bactériennes sur
lesquelles un antibiotique agit. Le spectre est propre a chaque antibiotique, et peut varier dans

le temps suite a I’apparition de résistance bactérienne.
1.4.2.4. Nature chimique

Tres variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex : cycle f lactame).
La classification selon la nature chimique nous permet de classer les antibiotiques en familles

(B lactamines, aminosides, tétracyclines...etc.).
1.4.2.5. Modalités d’action

Etudions les interactions dans le temps entre des concentrations variables d’un

antibiotique et d’une bactérie.
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- Bactériostatique: le nombre des bactéries viables aprés un temps d’incubation et de contact
avec un antibiotique est inférieur a celui observé, en I’absence d'antibiotique, pour une culture
incubée dans les mémes conditions. Donc ralentissement ou arrét de la croissance quantifiable
en termes de CMI — (concentration minimale inhibitrice) c’est la plus faible concentration
d’antibiotique pour laquelle il n’y a pas de croissance visible de la souche bactérienne étudiée,

exprime en mg/L.

- Bactéricide: le nombre des bactéries tuées apres un temps d’incubation et de contact donné
avec un antibiotique est inférieur a celui déterminé au temps 0. Donc arrét de la croissance et
mortalité quantifiable en termes de CMB, (concentration minimale bactéricide) plus faible
concentration d’antibiotique pour laquelle I’effet bactéricide souhaité est de 99,99 %. [78].

1.4.3. Mode d’action des antibiotiques

A la différence des antiseptiques, les antibiotiques agissent, au niveau de certaines
structures ou dans diverses reactions métaboliques des micro-organismes, a des niveaux
précis, dénommeés sites d’action ou cibles moléculaires propres a chacun d’eux [75] et a des

concentrations mille a dix mille fois plus faibles que les antiseptiques.

On générale on peut classifier les mécanismes d’action des antibiotiques en quatre

catégories selon la molécule et le lieu d’action.
1.4.3.1. Action sur la paroi bactérienne

La paroi est I’enveloppe externe de la cellule bactérienne. Elle joue un réle essentiel
dans la protection des bactéries contre les agents extérieurs et le maintien d’une pression
osmotique intracellulaire élevée, ceci grace a la présence d’une substance complexe appelée

« peptidoglycane » [79].

Suivant I’organisation du peptidoglycane dans la paroi, on distingue deux groupes
principaux correspondant aux bactéries a gram-positif et a gram-négatif [80]. La paroi des
bactéries a Gram positif est composée d’épaisses couches de peptidoglycane, les bactéries a

Gram négatif possedent une couche plus fine de peptidoglycane.

Certaines molécules altérent la structure des bactéries en inhibant la formation de leur
paroi: cas des B-lactames et des glycopeptides, qui bloquent différentes étapes de la voie de

synthese du peptidoglycane.
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1.4.3.2. Destruction de la membrane cellulaire

D’autres altérent la membrane cytoplasmique, provoquant des troubles létaux de

permeéabilité, exemple: la polymyxine [81].
1.4.3.3. Antibiotiques qui inhibent la synthése protéique

Ce groupe d’antibiotiques inhibe de fagon sélective la synthése des protéines
bactériennes ont pour cible le ribosome bactérien, I’organite cellulaire qui est responsable de

la synthése des protéines [82].
1.4.3.4. Action sur la synthése de PADN

La synthése des acides nucléiques (ADN et ARN) peut aussi étre perturbée par les
antibiotiques: cas des sulfamides, dutriméthoprime, des quinolones, des rifamycines et des

nitroimidazoles [81].
1.4.4. Résistance bactérienne aux antibiotiques

L’utilisation massive des antibiotiques depuis plus de 60 ans et comme facteurs de
croissance dans 1’alimentation animale [83] sont les causes principales de I’apparition et de la
multiplication de souches bactériennes résistantes, un phénomene initialement décrit par A.
Fleming et ses collaborateurs dés 1945 [84], c¢’est-a-dire capables de se multiplier en présence
d’une concentration d’antibiotique plus ¢élevée que celle qui inhibe normalement les souches

de cette méme espéce [85].

Ensuite, chaque fois qu’a été mis au point un nouvel antibiotique, les bactéries s’y sont
adaptées plus ou moins vite. La compréhension de ces mécanismes est aujourd’hui une
priorité afin d’éviter un basculement vers une situation médicale similaire a celle de la période

antérieure a la découverte des antibiotiques.
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I1.1. Introduction

Ce chapitre est consacré aux différentes méthodes d’analyse physico-chimiques
appliquées pour identifier les produits synthétisés ainsi que les réactifs et les méthodes

expérimentales utilisées au cours des tests d’applications.
11.2. Méthodes de caractérisations physicochimiques

11.2.1. Méthode de mesure de la température de fusion

Le point de fusion est la température a laquelle un corps passe de I’état solide a 1’état
liquide. Il s’agit d’une propriété physique caractéristique de la matiere qui fournit des
informations essentielles sur la composition et la pureté des matériaux [1]. Cette analyse peut
s’effectuer par différents appareils de mesure reposant tous sur la restitution d’un gradient de
température. Dans le travail au laboratoire on utilise des appareils de mesure de point de
fusion automatique, ils sont faciles & manier, fonctionnent plus vite, fournissent des résultats

reproductibles et qui ne dépendent pas de I’habileté d’un utilisateur.

La prise du point de fusion des produits obtenus s’est faite par un Fusiométre BUCHI
Melting point B-540, est un appareil de mesure présentant un gradient de température, varie
de 40°C a 500°C. La substance est placée directement dans des tubes capillaires sans avoir
besoin d’aucun accessoire, lors du chauffage a partir d’un point donné, un changement de

texture apparait dans I’échantillon.
11.2.2. Analyse élémentaire

L’analyse ¢lémentaire (microanalyse) consiste a déterminer les proportions d’atomes
de chaque élément chimique dans la composition d’une substance. Le principe retenu pour
doser ces éléments, consiste a trouver la composition du composé organique a partir des gaz
formés au cours de sa combustion. L’échantillon est placé dans un four a 1100°C rempli
d’oxygéne pour une combustion trés rapide et compléte. Les prises d’essai sont a I’échelle

micro-analytique (1 a 3 mg).

Les pourcentages de carbone, d’hydrogene et de I’azote ont été enregistrés a I’aide
d’un analyseur Perkin Elmer 2400 CHN. Cette analyse a été effectuée au niveau du
laboratoire d’électrochimie des matériaux moléculaires et complexes (LEMMC) de
I’université Ferhat Abbes Sétif 1.
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11.2.3. Caractérisation spectroscopique
11.2.3.1. Spectrophotométrie UV-Visible

La spectrophotométric d’absorption ultra-violette visible est a la fois une méthode
d’analyse quantitative et qualitative. Elle est essenticllement fondée sur le phénoméne

d’absorption d’énergie lumineuse par une substance.

L’énergie absorbée dans la région UV de la radiation ¢lectromagnétique, produit des
variations dans I’énergie é€lectronique de la molécule résultant de transition d’électrons de
valence dans celle-ci. Ces transitions consistent en 1’excitation d’un électron d’une orbitale
moléculaire liante o, m ou non liante n (niveau d’énergie bas ou état stable), vers ’orbitale
antiliante, ©* ou o* (niveau d’énergic plus élevée ou état excité) [2]. Les diverses

transitions possibles:

¢ Transition c—ac*: Cette transition demande beaucoup d’énergie : elle est située dans
le lointain UV. C’est pourquoi les hydrocarbures saturés, qui ne présentent que des liaisons de
ce type, sont transparents dans la region de I’UV proche.

% Transition n—a*: ¢lle se produit habituellement a des longueurs d’onde voisines de
200 nm et sont observables dans de nombreux composés présentant des hétéroatomes
simplement lies, comme O-H, N-H, P-O, ...etc.

% Transition n—z*. ce type de transition se rencontre dans le cas des molécules
comportant un hétéroatome appartenant a un systeme insaturé. La plus connue est celle qui
correspond a la bande carbonyle.

% Transition wm —r* les composés qui possedent une double liaison éthylénique
isolée, conduisent a une forte bande d’absorption vers 170 nm dont la position dépend de la

présence des substituants [3].

L’absorption moléculaire dans le spectre ultraviolet et visible dépend de la structure

électronique de la molécule.

La région ultraviolet visible des radiations électromagnétique exploitable, est comprise
entre 200 et 800 nm. En effet, en dessous de cette valeur, 'opacité de I’air aux courtes

longueurs d’ondes impose un appareillage complexe.

La relation entre la concentration d’un composé et son absorbance dans le domaine

d’UV-Vis est exprimée par la loi de Beer Lambert :

A =¢ecl=log lo/l (1. 1)
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avec : A: absorbance. € : coefficient d’extinction molaire.
c : concentration de la solution en mol/L. | : I’épaisseur de la cuve.

lo, | : intensité de la lumiére incidente et transmise.

Les spectres sont toujours tracés pour des solutions diluées et la nature de solvant

employé doit étre précisée, car elle peut influencer les valeurs de Amax et de emax [2].

Les spectres d’absorption UV-Vis des produits synthétisés ont été enregistrés dans la
région 200-800 nm avec un spectrophotométre JASCO V-650 a température ambiante et en
milieu DMSO, en utilisant des cellules en quartz de 1 cm de largeur.

11.2.3.2. Spectroscopie FT-IR

La spectroscopie infrarouge (IR) est une technique d’analyse permettant de déterminer
la présence ou I’absence des groupements fonctionnels dans des molécules et conduit a la

structure partielle ou totale de 1’échantillon analysé.

Comme toute méthode spectroscopique, la spectroscopie infrarouge met en jeu des
échanges d’énergic entre une molécule et un rayonnement électromagnétique.
En spectroscopie infrarouge, on n’observe pas la transition des électrons comme dans le cas
de la spectrophotométrie ultraviolet / visible, mais I’énergie associée a la vibration des

liaisons chimiques.

En effet, quand on soumet une molécule a une radiation infrarouge, la structure
moléculaire se met a vibrer, ceci a pour effet de modifier les distances interatomiques

(vibrations de valence ou d’élongation) et les angles de valence (vibrations de déformation).

En spectroscopie infrarouge, on effectue donc un balayage de fréquences (comprises
entre 4000 cm™ et 400 cm™?) ; lorsque la fréquence de la radiation infrarouge est égale a la
fréquence de résonance de la liaison, il y a absorption de I’énergie lumineuse et amplification
des vibrations. Chaque type de liaison posséde une fréquence de vibration qui lui est propre.
[2, 4].

Les spectres FT-IR des acides a-aminophosphoniques synthétisés et les produits de
départ ont été enregistrés dans la région 4000-600 cm™ sur un spectrométre IR JASCO-4200
avec I’attachement de réflectance diffuse (ATR) a une résolution de 4 cm™. Les transmissions

reportées sont exprimées en nombre d’onde (cm™).
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11.2.3.3. Spectroscopie Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique spectroscopique
permettant d’identifier la structure des composés organiques et de certains types de matériaux

inorganiques.

La spectrométrie de R.M.N. est basée sur les propriétés magnétiques de certains
noyaux atomiques qui possédent un moment magnétique nucléaire, c’est-a-dire qu’ils se
comportent comme des dipdles magnétiques. Le spectre de RMN résulte de 1’absorption
sélective d’énergie par des noyaux, placés dans un champ magnétique (intense et constant) et
irradiés par une onde électromagnétique. Les noyaux de H, *C, °N, °F et 3IP sont les plus
étudiés. L’absorption de I’énergie par le proton se traduit par un signal de resonance (les
déplacements chimiques (8) s’expriment en ppm (parties par million)) par rapport a une
référence interne. L’interprétation des signaux conduit & un ensemble de renseignements sur

I’échantillon, d’autant plus facilement interprétables s’il s’agit d’un composé pur [5].

Les spectres de RMN du proton *H, du carbone 3C et du phosphore 3P ont été
enregistrés sur un appareil Bruker Avance 400 MHz ; On utilise le signal que donnent les
protons du tétraméthylsilane (TMS) ou I’acide phosphorique comme références. Tous nos
produits synthétisés sont solubilisés dans I’ecau deutérée (D20) ou dans le DMSO deutére
(DMSO-dg). La multiplicité des signaux est rapportée a ’aide des abréviations: singlet (s),
doublet (d), triplet (t), quadruplet (g), multiplet (m).

11.3. Méthodes d’évaluation des activités biologiques

11.3.1. Réactifs et solvants

Pour I’évaluation de I’activité biologique, nous avons utilisé les réactifs et les solvants,

regroupés dans le tableau I1. 1 et le tableau I1. 2.

Tableau Il. 1 : Masses et températures d’ébullition des solvants utilisés.

Solvants M (g/mol) | T d’ébullition (°C)
L’cau distillée (H20) 18.00 100
Chloroforme (CHCls) 119.38 61.2
Diméthylsulfoxyde DMSO (C2HsOS) 78.13 191
Méthanol (CHzOH) 32.04 64.7
Sérum salé 9% / /
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Tableau I1. 2 : Structures chimiques et propriétés physique des réactifs utilisés.

Reactifs Formule M (g/mol) | Structure chimique

2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl Q N
(DPPH) C18H12N506 394.32 C}N-ﬁ—@woz

OH
Hydroxytoluéne butylé (BHT) C1sH240 220.35 7&;5)(
L’acide acétylsalicylique N1

(0]
(Aspirine) CoHsO4 180.15 Y
o
B- carotene CaoHs6 536.87 W
Acide linoléique CusH205 980.44 WOH
Trishydroxyméthylaminométhane Ho
(TRIS) CsH11NOs3 121.14 "°\5LNHZ
Acide trichloracétique (TCA) C2HCLO: 163.39
Monopalmitate de polyoxyéthyléne
sorbitane (Tween 40) E434 Ce2H122026 1283.63
Tétrabutylammonium
tétrafluoroborate (BusNBF4) C1eHzeBFuN 329.21
Ferricyanure de potassium KsFe(CN(e 329 24
Phosphate de potassium
. H2KPO4 136,09

monobasique
Phosphate de potassium dibasique K
(Hydrogénophosphate de HK2PO4 174,18 N W
potassium) TN,
Chlorure de fer FeCls 162.2 Fe3*. 3CI

Page 43



https://www.google.dz/search?dcr=0&q=%C3%A9thylamine+formule&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3SDI3SyrXUs9OttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqzS8otyS3MSAcL3ACM2AAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiVvrPgob_YAhVQalAKHUT_BNwQ6BMIrwEoADAU
https://www.google.dz/search?dcr=0&q=%C3%A9thylamine+masse+molaire&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3SDI3SyrX0spOttJPzkjNzSwuKaqEsJITc-KT83ML8kvzUqxy83MSixRyE4uLAV5ZHPs5AAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiVvrPgob_YAhVQalAKHUT_BNwQ6BMItQEoADAW
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/217964?lang=en&region=US
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/217964?lang=en&region=US
https://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Azote

Mehri Mouna Chapitre Il : Analyses et méthodes expérimentales

11.3.2. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Dans la pratique, plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour évaluer I’activité
antioxydante des composes, ces méthodes sont nommées d’aprés le nom de la substance

utilisée comme source de radicaux libres.

Il existe souvent des différences de valeurs entre les méthodes du fait que les sources
des radicaux libres soient différentes, et que les antioxydants répondent différemment aux
méthodes de mesure, par conséquent, il est difficile de comparer une méthode entierement a
une autre [6]. L’activité antioxydante ne doit pas étre conclue sur la base d’une seule méthode
de test antioxydant et il est recommandé d’utiliser plusieurs méthodes pour estimer la capacité

antioxydante d’une substance [7, 8].

Le choix du test pour la mesure de I’activité antioxydante doit se faire en fonction du
composeé a tester, des conditions opératoires supportables ou non par ce composé et des

équipements du laboratoire... [6].
11.3.2.1. Méthode de DPPH

Le test DPPH est I'une des méthodes les plus courantes et relativement rapides

utilisées pour estimer ’activité antioxydante d’un composé ou d’un extrait de plante.

Le DPPH" (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable, a une maximale
absorption vers Amax= 517 nm dans le méthanol et 1’éthanol (Figure I1.1) avec un coefficient

d’extinction molaire €517 nm = 11240 I/mol.cm.

Le radical DPPH est de couleur violette sous sa forme oxydée, si on ajoute un
antioxydant il devient jaune, sa forme réduite est appelée 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine
(DPPH-H) [9].

0,N . Q 0,N
‘ H .
ONOZ+AH—> | N—NONO;"‘ A
S o

Radical DPPH DPPH réduit

Schéma I1. 1 : Réduction du radical DPPH" par A-H, ou (AH) est un composé
capable de céder un H au radical DPPH.

Lorsqu’une solution de DPPH est mélangé avec une substance qui peut donner un

hydrogene, cette réaction donne lieu a la forme réduite avec perte de la couleur violette, la
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forme réduite n’absorbe plus a A = 517 nm, ce qui se traduit par une diminution de

I’absorbance a cette longueur d’onde.

La réaction de transfert d’hydrogéne de 1’antioxydant vers le DPPH"est suivie par la
spectrophotométrie visible en enregistrant la décroissance de la bande d’absorption du DPPH"

a A=517nm (diminution de la coloration violette) [10].

Ce test permet de déterminer 1Cso, concentration en substrat nécessaire pour réduire
de 50% la concentration initiale en DPPH.. La valeur d’ICso d’un produit quelconque est
généralement comparée a celle des antioxydants standards, composés dont les études in vitro

et in vivo ont montré que ce sont d’excellents antioxydants.

Le probleme que pose ce radical est son instabilité a la lumiére, son absorbance a
A=517 nm décroit sans I’intervention d’un quelconque antioxydant. C’est pourquoi les tests

réalisés avec le DPPH" doivent impérativement se faire dans 1’obscurité [11].

Pour toutes les molécules, nous avons appliqué le méme protocole expérimental. Nous
avons ajouté 1 mL des acides a-aminophosphoniques (ou standard BHT) dissous dans du
diméthylsulfoxyde DMSO a différentes concentrations a 1 mL de la solution métanolique de
DPPH (0.08 mg/mL), le mélange obtenu est laissé dans 1’0bscurité pendant 30 min a
température ambiante. La diminution de I’absorbance a été mesurée a A = 517 nm par rapport
aux blancs. L’activité de piégeage des radicaux (APRpppH) des divers composeés testés a été

calculée en utilisant I’équation suivante [12]:

APRDPPH % — ApppH —Aéchantillon X 100 (“ 2)
ApppH

ou : ApppH est I’absorbance de contréle négatif (1 mL de la solution méthanolique de DPPH
plus 1mL de DMSO).

A gchantillon €st ’absorbance de 1’échantillon.

Le BHT est connu par ses propriétés antioxydantes il est donc utilisé comme contréle

positif. La valeur de 1’Clsp exprimée en (pg/mL) est calculée et comparée a celle du BHT.

Tous les tests ont été effectués trois fois et les valeurs ICso ont été rapportées comme

moyennes + SD (I’écart type (standard deviation en anglais)) des triplicata.
11.3.2.2. Méthode de blanchissement du g- caroténe

Pour évaluer I’activité antioxydante de molécules N-EDMPA, N-PDMPA et EDTMP

nous avons utilisé le systeme [-carotene-acide linoléique selon la méthode décrite par
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Wanasundara (1994) [13]. Le béta-caroténe est un membre d’une classe des substances

appelées les caroténoides a un effet antioxydante.

Dans ce test la capacité antioxydante des produits est déterminée en mesurant
I’inhibition de la dégradation oxydatif du B-caroténe par les produits d’oxydation de I’acide

linoléique.

L’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux libres (hydroperoxydes). Ces
radicaux libres oxyde le B-caroténe et diminue sa couleur orange; La présence d’un seconde
antioxydants permettra de minimiser I’oxydation de la B-caroténe par neutralisation des
hydroperoxydes formés dans ce systeme. Ainsi, le taux de dégradation de la B-caroténe
dépend de I’activité antioxydante [11,14].

Un mélange comprenant 0.5 mg de B-caroténe (dissous dans 1 mL de chloroforme),
0.025 mL d’acide linoléique et 200 mg de tween 40 a été préparé. Le chloroforme de la
solution a été évaporé dans une rotavapor a 40°C, ensuite 100 mL d’eau distillée saturée
d’oxygene est ajoutée avec une agitation vigoureuse jusqu’a obtention d’une émulsion.
2,5 mL de cette émulsion est versé dans des tubes a essais contenant 0.35 mL de chaque

produit a tester (2 mg/mL dans I’eau distillée).

Les absorbances ont été lue a A= 490 nm, a 0 heure, et apres 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h,

48 h d’incubation a température ambiante et dans 1’obscurité.

La méme procédure est appliquée avec le standard BHT utilisé comme contréle positif

et avec le contréle négatif (le méthanol, ’eau distillée).

Le pourcentage de I’activité antioxydante (AA%) a €té mesurée en se basant sur la
capacité des échantillons d’empécher le blanchissement du B-carotene et comparer avec ceux
de BHT, selon I’équation (11. 3):

AAY, = 2échantillon ¢ 10 (1. 3)

BHT
oU : Aechantition : Absorbance en présence du produit a tester.

A BHT : Absorbance en présence du controle positif BHT.

Tous les tests ont été effectués en triple et les résultats sont exprimés en valeurs

moyennes + SD.
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11.3.2.3. Méthode de FRAP (Ferric reducing-antioxidant power)

Le pouvoir réducteur du fer des acides synthétisé est déterminé selon la méthode
décrite par OYAIZU (1986) [15]. C’est un test direct et rapide qui permet de déterminer
Iactivité antioxydante des produits étudiés. Le mécanisme est connu comme étant un

indicateur de I’activité donatrice d’électrons, caractéristique de 1’action antioxydante [16].

La méthode FRAP est un dosage colorimétrique, basée sur la capacité des produits
testés a réduire le fer ferrique (Fe*) présent dans le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux
(Fe?").

(Fe(CN)s) * + antioxydant —— (Fe(CN)s)* "+ antioxydant oxydé

Fe3* —» Fe?*

Le Fe2* peut donc étre surveillé en mesurant la formation d’un complexe fortement

coloré en bleu vert (bleu de Prusse) a 700 nm [17].

3(Fe (CN)e)*" + 4Fe¥* Fea[Fe(CN)s]s
Ferrocyanide de potassium Ferrocyanide ferrique (bleu)

Dans un premier temps, une solution tampon HKPO4/ HK>PO4a 0.2 M a pH = 6.6 est

préparee.

Différentes concentrations de N-EDMPA, N-EDMPA ou EDTMP (2,5 mL) sont
mélangées avec 2.5 mL de tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 2.5 mL de ferricyanure de
potassium [KzFe(CN)s] (1%). Le mélange est incubé a 50°C pendant 20 min. Ensuite la
réaction est stoppée par I’addition de 2.5 mL de I’acide trichloracétique (TCA) (10%). Les
tubes sont centrifugés a 3000 tpm pendant 10 min. Le surnageant (2.5 mL) est mélangée avec
2.5 mL d’cau distillée et 0.5 mL d’une solution aqueuse de chlorure de fer (FeCls.6H.0)

(0.1%), ensuite I’absorbance est lue a 700 nm.

Le contrOle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard, BHT
dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons. Tous les

tests ont été effectues en triple et les résultats sont exprimés en valeurs moyennes + SD.

Enfin, la concentration des produits testés fournissant 0,5 d’absorption (ECso) a été

calculée a partir du graphe d’absorbance par rapport a la concentration des produits.
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11.3.2.4. Méthode de la voltammétrie cyclique (VC)

Le superoxyde ( 037) est un radical libre formé par la réduction du dioxygene (O>), et
il est présent abondamment dans la nature [18]. L’anion superoxyde est le radical le plus
dangereux parmi tous les radicaux oxygenes (ERO) car il a une demi-vie plus longue et peut
donc se déplacer sur une longue distance [19], aussi, il est capable de générer d’autres
radicaux nuisibles tels que le radical hydroxyle [20]. Certaines méthodes ont été développées
pour déterminer spécifiquement le piégeage du superoxyde [21]. La voltamétrie cyclique a
récemment servi a déterminer ’activité antioxydante vis-a-vis de ce radical. Cette méthode est
basée sur la génération électrochimique de O3~ par la réduction de O dissous dans des

solvants convenables [22, 23].
11.3.2.4.1. Principe de la voltampérométrie cyclique

La voltamperométrie ou la voltamétrie cycligue (VC) est une technique
d’électroanalyse basée sur la mesure du flux de courant résultant de la réduction ou de
I’oxydation des composés testés présents en solution sous I’effet d’une variation contrdlée de
la différence de potentiel entre deux électrodes spécifiques. Elle permet d’identifier et de
mesurer quantitativement un grand nombre de composés (cations, certains anions, COmposes

organiques) et ¢galement d’étudier les réactions chimiques entre ces composés [24].

La voltamétrie cyclique consiste a faire varier linéairement le potentiel de 1’électrode
de travail au cours du temps en effectuant des allers-retours entre deux valeurs-limites.
Pendant ce balayage, le potentiostat mesure le courant résultant des réactions
¢lectrochimiques qui se produisent a la surface de 1’¢lectrode de travail. Le potentiel est
mesuré entre 1’électrode de référence et 1’¢électrode de travail et le courant est mesuré entre
I’électrode de travail et la contre-électrode. On obtient alors un voltamogramme cyclique, qui

représente la réponse en courant en fonction du potentiel appliqué.

Cette méthode permet de déceler rapidement I’existence de différentes étapes
réactionnelles en jouant seulement sur la vitesse de balayage. Ainsi, les caractéristiques des
pics et des paliers obtenus, fournissent des informations sur la nature des réactions et sur les

mécanismes réactionnels [25].
11.3.2.4.2. Matériels utilisés pour la VC
Les éléments de base d’un analyseur voltamétrique (Figure 1. 1), sont:

++ Une cellule électrochimique.

Page 48



Mehri Mouna Chapitre Il : Analyses et méthodes expérimentales

% Trois électrodes: Er: électrode de travail, Er: électrode de référence et Eaux:
électrode auxiliaire (contre électrode).
+ Un circuit électronique, appelé potentiostat, permettant de modifier le potentiel et

d’enregistrer le courant [26].

Générateur \ L
) —— Potentiostat Er
designaux | | T p==—g—-—

ET

— |

Courant mesuré

E Controlé

Figure 11. 1 : Dispositif expérimental utilisé pour les mesures a potentiel contrélé.

a) Electrode de travail (électrode indicatrice): Est une microelectrode de petite surface, dont
la surface sert de site pour la réaction de transfert d’électrons et est donc le ceceur de tous
systémes voltamétrique. Les électrodes de travail les plus utilisées en voltamperométrie sont:
Hg, Au, Pt, Ir et CV (carbone vitreux).

La nature de 1’électrode de travail est choisie principalement en fonction de son
domaine de polarisation, la fenétre de potentiel dans laquelle 1I’oxydo-réduction d’un composé

est mesurable.

b) L’électrode de référence . Cette électrode possede un potentiel spécifique et constant, ce

qui permet d’imposer un potentiel précisément défini a 1’électrode de travail. Ceci est

important, étant donné que le potentiostat ne permet de contréler que la différence de potentiel

imposé entre deux électrodes. Notons également que de ce fait il est indispensable de

mentionner la nature de I’électrode de référence utilisée pour toutes mesures vVoltamétrique.
Les électrodes de référence les plus utilisées, et leurs potentiels standards par rapport a

I’électrode standard a hydrogene (E=0 choisi arbitrairement) sont:

- Iélectrode au calomel saturée (ECS): Hg/Hg2Clo/KCl sat, E ECS = 241 mV.

- I’¢électrode au chlorure d’argent saturée: Ag/AgCl/KClsat, E Ag/AgCI/KClsat = 199 mV.

C) L’électrode auxiliaire: assure le passage du courant dans la solution (la pile) et sa mesure.
Elle est usuellement en platine ou en carbone (graphite) et possede une large surface par

rapport a I’électrode de travail.
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d) Délectrolyte support : Le choix de I’électrolyte support est fondé sur les propriétés

suivantes :

- 11 doit étre assez soluble et dissoci¢ dans les solvants d’étude, pour assurer une bonne
conductibilité a une concentration de 50 a 100 fois plus grande que celle de I’espéce
électroactive.

- La force ionique demeure constante, et la contribution de I’espéce électroactive du courant
de migration est négligeable.

- 1l ne doit pas interagir chimiquement avec les composés étudiés ni avec leurs produits de
réduction.

- Son domaine d’¢lectroactivité doit étre le plus large possible.

e) Solvant : Il ne doit étre ni oxydable, ni réductible dans le domaine du potentiel exploré,
posséder une bonne stabilité thermique, solubiliser les especes électroactives et 1’électrolyte
support, ne doit pas étre trop visqueux et volatil pour éviter les variations de concentration

pendant les mesures [27].
11.3.2.4.3. Mode opératoire et conditions de travalil

L’analyse VC a été réalisée a 1’aide d’un Voltalab 40 modele PGZ301 (Radiometer
Analytical) potentiostat / galvanostat piloté par un micro-ordinateur avec le logiciel
voltamaster 4. Toutes les expériences ont été réalisées dans une cellule électrochimique a
double paroi constituée de trois électrodes immergées dans une solution contenant I’analyte et
un exces d’électrolyte support (BusNBF4). Une plaque de platine ayant une surface de
1,28 cm? a été utilisée comme contre-électrode, une électrode au calomel saturée (ECS) a été
utilisée comme électrode de référence et une électrode de carbone vitreux (@ = 3,0 mm)
comme électrode de travail (Figure 1. 2); la surface de 1’électrode de travail a été polie avant
chaque mesure avec un papier au carbure de silicium 4000, puis rincée avec de 1’eau distillée

et avec le solvant utilisé dans le VC, le DMSO dans notre cas.
a) Voltamétrie cyclique de I’oxygéne

Dans une cellule électrochimique, nous mettons 20 mL de solution contenant
I’électrolyte support BusNBFs (0.1 M) dissous dans le DMSQO; cette solution était saturee
d’air sec. La solubilité de 1’0xygéne dans le DMSO était de 2.1 mM [28]. Le voltamogramme
de I’oxygene est enregistré a une vitesse de balayage de 20 mV/s, la gamme de potentiel était
de —1.01a-0.3V/ECS et a température ambiante.
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b) Voltamétrie cyclique de I’oxygéne en présence des composés testés

La mesure de I’activité de piégeage des radicaux superoxydes est basée sur la méthode
de Le Bourvellec et al [29] avec une Iégére modification dans les conditions expérimentales.
L’effet de divers composés a été vérifié par I’addition de 0.1 mL successifs de solution initiale
a 20 mL de solution électrolyte contenant I’oxygene, le voltamogramme a été enregistré dans

les mémes conditions expérimentales que celles précédemment.
Le pourcentage d’activité de piégeage des radicaux vis a vis les superoxydes
(APRs-%) des composes tester a éte calculé en utilisant I’équation suivante:

o _
APRos-% = 2-P2 x 100 (I1. 4)

pa

Ou I, et Iga présentent le courant de pic anodique de I’oxydation O3~ en présence

et en absence du composé testé.

Figure I1. 2: Montage expérimental utilisé pour les mesures voltamétriques.
11.3.3. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro (Inhibition de la dénaturation
des protéines).

L’activité anti-inflammatoire des acides a-aminophosphoniques synthétisés a été
étudiée en utilisant la technique d’inhibition de la dénaturation de 1’albumine selon les

méthodes de Mizushima et Kobayashi [30] et Sakat et al. [31], avec une légere modification.
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11.3.3.1. Préparation de la solution protéine

On met 1 mL d’albumine d’ceuf (a partir d’ceuf de poule frais) dans 199 mL de
solution de Trishydroxyméthylaminométhane (TRIS) 20 mM (pH de solution TRIS a été
ajusté avec une petite quantité de HCI 37% a pH 6.8) sous agitation douce.

11.3.3.2. Préparation de I’échantillon

Dans des tubes a essai contenant 100 pL de solution aqueuse de concentrations
variables des acides testés on ajoute 2 mL de solution d’albumine préparé. Le témoin sans
produit est préparé avec 2 mL de solution d’albumine et 100 uL d’eau distillée. L’acide
acétylsalicylique (Aspirine) connu pour ses propriétés anti-inflammatoire est utilisé comme
standard. Les tubes continus d’échantillon a testés, le standard et le témoin ont été incubés
dans un bain marie & 60 °C pendant 20 minutes, aprés refroidissements la turbidité mesurée
par spectrophotométrie a 650 nm. Le test est également été répété a des temperatures 65 et
72° C.

La denaturation des proteines inhibées par les acides synthétisés ont été exprimées en

pourcentage en utilisant la formule (I1. 5):

Pourcentage d’inhibition = —test=Tcontrale 10 (11. 5)
test

avec Tonirsle = la transmittance de controle.
Tiest = la transmittance de 1’échantillon testé.
11.3.4. Méthode utilisée pour I’évaluation des propriétés antibactériennes

L’évaluation des propriétés antibactériennes est étudiée par la technique de diffusion
en milieu solide par la méthode de disque, selon les recommandations du Comité de
I’ Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (CASFM, 2012).

11.3.4.1. Méthodes d’étude sur milieu solide

C’est une méthode de mesure qualitative permettant de tester I’existence du pouvoir
antimicrobien. C’est I’équivalent d’un antibiogramme ou les disques d’antibiotiques sont

remplacés par d’autre imprégnés de produit a testé.

Il s’agit d’'une méthode réalisée en milieu gélosé d’agar dans des boites de pétri. Les
disques sont déposés a la surface d’'une gélose uniformément ensemencée avec une

suspension de la bactérie a étudier. Chaque produit diffuse a partir du disque au sein de la
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gélose et y détermine un gradient de concentration. Les bactéries croissent sur toute la surface
de la gélose sauf la ou elles rencontrent une concentration d’antibiotique suffisante pour
inhiber leur croissance. On observe ainsi autour des disques une zone circulaire indemne de

colonies, appelée zone d’inhibition.

Cette méthode a Il’avantage d’étre d’une grande souplesse dans le choix des
antibiotiques testés, elle s’applique a un trés grand nombre d’espéces bactériennes [32, 33,
34].

11.3.4.2. Micro-organismes étudiés

Les quatre souches bactériennes choisies au cours de cette étude ont été fournies par
I’ATCC (American Type Culture Collection). Ces souches sont a I'origine de plusieurs

infections (urinaire, intestinale, respiratoire, etc.) (Tableau Il1. 3).

Tableau Il. 3: Caractéristiques des souches bactériennes utilisées [35].

Bactéries Souches Références Pouvoir pathogéne
Gram Escherichia coli | ATCC-10239 | Infections des tissus profonds,
négatif diarrhée.. .etc.

Pseudomonas ATCC-2758 | Sont souvent a I’origine d’infections

aeruginosa nosocomiales.
Gram Bacillus subtilis | ATCC-10110 | Infections oculaires, toxi-infection
positif alimentaire. . .etc.

Staphylococcus | ATCC-11949 Causer des infections cutanées légeéres,

aureus telles que des furoncles ou des anthrax,

ou des infections plus graves, comme

des pneumonies ou des bactériémies.

Ces souches provenant du laboratoire de recherche de microbiologie de I’Université de

Ferhat Abbes Sétif.

A partir d’une culture pure et jeune de 18 a 24 heures sur milieu gélose nutritive, une
suspension bactérienne a été préparée par le prélevement de 2 a 3 colonies bactériennes a

I’aide d’une pipette pasteur. Ces colonies ont été mises dans un tube d’eau physiologique
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stérile (0.9% NaCl) de facon a obtenir un inoculum de densité optique de 0.08 a 0.1, lue a
625 nm.

11.3.4.3. Ensemencement

Le milieu retenu pour la majorité des espéces bactériennes est celui de Muller-Hinton
(MH). Ce milieu permet la croissance de nombreuses bactéries et ne contient pas d’inhibiteurs

des antibiotiques.

Le milieu HM a été coulé dans des boites de pétrie et laissé solidifier. Ensuite, un

écouvillon stérile a été plongé dans la suspension bactérienne puis légérement essoré.

L’¢couvillon passer 2 a 3 fois sur toute la surface en tournant la boite 3 fois de 60° afin
d’assurer une bonne répartition de 1’inoculum. Laisser sécher les boites 10 minutes avant de

déposer les disques.
11.3.4.4. Dépot des disques

Pour chaque souche testée, des disques de papier Whatman de 6 mm de diameétre
stériles ont été déposés sur la surface de la boite de pétri contenant des géloses ensemencées
puis imprégneés de 10 pL de chaque produit a différent concentration concentrations. D’autre
disque chargé de 10 pL de DMSO ont été déposes pour servir des témoins négatifs. Un disque

de I’antibiotique gentamicine est utilisé comme control positif.
11.3.4.5. Incubation et lecture

Apres I’incubation des boites a 1’étuve a 37°C durant 24 heures, la lecture des résultats
se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition en millimetre a I’aide d’une régle

pour chaque produit teste.

Plus le diametre de cette zone est grand, plus la souche est sensible a produit testé, par

contre, plus il est petit, plus la bactérie est résistante.
11.3.5. Essai de Dactivit¢é hémolytique in-vitro des acides a-aminophosphoniques
synthétisés

Pour évaluer I’activité hémolytique in-vitro des produit synthétisés nous avons utilisé
le teste d’hémolyse sur des érythrocytes (globules rouges) humains (groupes sanguins O)

selon le protocole expérimental rencontré dans les travaux de Malagoli (2007) [36].
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11.3.5.1. Préparation de la suspension de globules rouges

Le sang humain frais a été recueilli dans un tube héparine a partir d’un volontaire en

bonne santé et transféré dans les tubes centrifuges.

Les tubes ont été centrifugés a 3000 tr/min pendant dix minutes, le plasma
(surnageant) est éliminé et le culot a été lavé trois fois avec un volume égal de sérum salé.

Le volume 1 mL de culot obtenu est solubilisé dans 99 mL du sérum salé.
11.3.5.2. Préparation des échantillons des molécules synthétisées

Des différentes concentrations des composés synthétisés sont préparées dans le sérum
salé.

Le mélange réactionnel (1200 pL) consistait de 600 pL de solution d’échantillons a
différentes concentrations et 600 pL de suspension de globules rouges, au licu de I’échantillon
a tester 600 pL d’eau distillé a été ajoutée a un tube qui contient 600 pL de la suspension
(tube totalement hémolysé). Tous les tubes ont été incubés 37 ° C pendant 30 min.

A la fin de I’incubation, les tubes ont été centrifugées a 2500 tr / min pendant 5 min et
I’absorbance des surnageants a été utilisé pour mesurer I’absorbance de I’hémoglobine libérée
a 540 nm, a l’aide d’un spectrophotometre UV-Visible double faisceau contre un blanc

contenant le sérum.

D’autre tube teste blanc est préparé dans les mémes conditions expérimentales qui

contient 600 uL des produits de différant concentration et 600 uL de sérum sale.

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse a été calculé selon la formule suivante:

% hémolysé = - x 100 (I1. 6)

cp

ou A et A, sont les absorbances de 1’échantillon et du contrdle positif, respectivement.

11.4. Méthode utilisée pour les tests de corrosion

Les aciers au carbone sont des matériaux qui sont beaucoup utilisés dans 1’industrie en
raison de leur colt peu élevé et de leurs propriétés mecaniques intéressantes. Leurs
applications s’étendent du batiment aux boites de conserves alimentaires, en passant par les
composés €lectroniques ou les coques de certains bateaux. Comme tous les matériaux, I’acier
peut étre affecté par le phénoméne de corrosion dont la vitesse peut augmente selon les sites

d’exposition.
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Dans ce contexte ’étude de I’'inhibition de la corrosion de ces matériaux, est un
domaine de recherche tres attirant en raison de la large utilisation des solutions acides dans
I’industrie, notamment dans les bains de décapage des métaux et pour le nettoyage des

installations industrielles [37, 38].

Plusieurs moyens de protection sont applicables selon le milieu agressif dont I’objectif
est de ralentir la vitesse de corrosion. Parmi ces moyens, on peut citer ’ajout en trés faibles
quantité dans le milieu corrosif de quelques composés chimiques appelés inhibiteurs de
corrosion. Ces derniers sont souvent des substances minérales telles que les chromates, les
molybdates, les phosphates, les silicates [39, 40] et des substances organiques contenant des
liaisons insaturées et / ou des hétéroatomes comme O, N, et S [41, 42].

Plusieurs travaux ont été réalisés dans notre laboratoire sur le pouvoir inhibiteur de la
corrosion de I’acier en milieux acides par les composés phosphonates [43, 44]. La plupart des
composes étudiés ont manifestés une excellente efficacité inhibitrice vis-a-vis de la corrosion

de ’acier dans les milieux considérés.

Pour T’application des acides o-aminophosphoniques que nous avons synthétisés
comme inhibiteurs de corrosion de I’acier au carbone XC48 en milieu acide sulfurique
(H2S04; 0.5 M), nous avons fait appel aux mesures gravimétriques. On présentera notamment
I’influence de la concentration et de la structure de I’inhibiteur sur le comportement de I’acier

en milieu acide sulfurique.
11.4.1. Gravimétrie

Les mesures de pertes de masse sont la premiere approche de 1’étude de I’inhibition de
la corrosion d’un métal dans une solution électrolytique. C’est la méthode la plus simple
pratiquement elle ne nécessite pas un appareillage important, mais ne permet pas 1’approche
des mécanismes mis en jeu lors de la corrosion. Son principe repose sur la détermination de la
perte de masse (m) subie par un échantillon de surface (S), pendant le temps (t) d’immersion

dans une solution corrosive maintenue a température constante.

Cette technique a été utilisée pour déterminer la vitesse de corrosion, le taux de

recouvrement et I’efficacité inhibitrice de corrosion [45].

La vitesse de corrosion est déterminée aprés 24 h d’immersion a température égale a

25°C. Elle est calculée par la formule suivante :
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Am mq—msy
A =—=—"" 1.7
corr Sxt Sxt ( )

Ou : Am : La perte de masse de I’acier en g.
my et mz: La masse de I’échantillon avant et aprés 24h d’immersion dans le milieu
corrosifen g.

t: temps d’immersion ; S : surface de la piece métallique en cm?.

L’efficacité inhibitrice (%) d’un composé est calculée a partir de la relation suivante :

0 —
n(%) = et 100 (11. 8)

A% et Ao représentent respectivement les valeurs de la vitesse de corrosion en

absence et en présence de I’inhibiteur en (g/h.cm?).

Le taux de recouvrement (0) est donné par la relation suivante :

A%y r—A
p = “eorrteorr (1. 9)
corr

11.4.2. Dispositif et protocole experimental
11.4.2.1. Spécimen

Le spécimen testé dans cette étude est ’acier au carbone XC48 (désigné anciennement
par la norme francaise AFNOR XC48). Les lettres XC signifient qu’il s’agit d’un acier non

alli¢ de nature fine dont les fourchettes d’analyse sont relativement étroites.

L’acier XC48 utilise a été fourni par le complexe ARCELOR METTAL - EL
HADJAR d’Annaba sous forme d’une tige cylindrique dont la composition chimique est

donnée dans le tableau Il. 4.

Tableau Il. 4: Composition chimique de I’acier au carbone XC48 en % massique.

Elément C Mn Si Mo P S Ni Fe F

% Massique | 0.418 | 0.730 | 0.245 | 0.012 | 0.016 | 0.019 | 0.079 | 98.099 | 0.777

11.4.2.2. Préparation des spécimens pour I’analyse gravimétrique

Les spécimens (échantillons) utilisés dans les mesures gravimétriques sont coupés
sous forme de piéces cylindriques de diamétre de 2 cm et d’épaisseur de 0,6 cm, avec une

surface extérieur, S = 10,05 cm?, figure I1. 3.
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Tige d’acier au carbone XC48 Les spécimens d’acier au carbone XC48

Figure I1. 3 : Pieces d’acier au carbone utilisées au cours des essais gravimétriques.

Le comportement d’un matériau vis-a-vis de la corrosion dépend fortement de sa
composition et des propriétés de sa surface exposée au milieu corrosif. Pour obtenir des
résultats fiables et reproductibles, on a procédé au traitement de la surface des échantillons en

contact avec le milieu corrosif comme suit:

% Polissage mécanique au papier abrasif (SiC) a granulométrie décroissant P60, P400,
P1200 et, P2000 sous refroidissement avec 1’ecau. C’est une opération qui consiste a rendre
une surface lisse, ayant un aspect d’un miroir. En supprimant les fissures, les aspérités et
toutes les impuretés (résultant de la corrosion).

% Ringage a l’eau distillée puis avec I’acétone pour nettoyer la surface apreés
I’abrasion mécanique.

% Séchage a ’aide d’un papier absorbant a fin d’éviter I’influence immédiate de la

corrosion, figure II. 4.

Toutes ces étapes sont réalisées avant chaque essai gravimétrique

Figure 11. 4: Echantillons étudiés avant et apreés polissage par un appareil polisseur.
11.4.2.3. Préparation des solutions électrolytiques

Les milieux électrolytiques sont classés sous deux types, soit des solutions en absence
d’inhibiteurs (blancs) ou en présence d’inhibiteurs.
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Le milieu corrosif choisi dans cette étude, est une solution d’acide sulfurique H.SO4 de
concentration 0,5 M, préparée par dilution de la solution concentrée de H.SO4 98% (Sigma-

Aldrich®) avec de I’eau distillée.

Préparation des solutions des inhibiteurs testés : tout d’abord on a préparé une
solution mére de concentration C= 102 M et de volume V= 25 mL de chaque inhibiteur par
dissolution d’une masse adéquate de chaque inhibiteur dans H.SO4 (0.5 M), ensuite on a
préparé cing solutions de volume 50 mL a différentes concentrations (102 M, 5.10* M, 10*
M, 5.10°M et 10° M) par dilution de la solution mére de I’inhibiteur avec H2S04 (0.5 M).

11.4.2.4. Mode opératoire

Aprés polissage, les pieces métalliques préparées pour les essais gravimétriques ont
¢été pesées en premier temps a 1’aide d’une balance analytique de haute précision. Ensuite, les
piéces sont immergées pendant 24 heures dans des bechers contenant 25 mL d’H.SO4 0.5M
en absence et en présence de différentes concentrations des composes étudiés a température
298 °K. La régulation de la température de 1’¢lectrolyte a été controlée automatiquement a
I’aide d’un bain Marie. Aprés 24 heures d’immersion, les pi¢ces sont retirées de la solution
¢lectrolytique et lavées a I’eau distillée et a I’acétone, puis séchées a 1’aide d’un papier
absorbant. Apres séchage les pieces sont pesées une deuxiéme fois. Ce protocole est appliqué

pour chaque test effectué.
11.5. Calculs théoriques

L’étude théorique, notamment les calculs de la chimie quantique et les simulations de
dynamique moléculaire, a été reéalisée pour déterminer d’une part la corrélation entre
I’efficacité inhibitrice de corrosion et la structure moléculaire des molécules synthétisees par
le calcul des indices chimiques quantiques et d’autre part pour illustrer et interpréter a
I’échelle moléculaire le mode et les configurations d’adsorption des molécules sur la surface
métallique ainsi que la détermination de la valeur de 1’énergie d’adsorption par les

simulations de dynamique moléculaire MDS.
11.5.1. Calculs de chimie quantique

Les méthodes de chimie quantique permettent le calcul de la structure électronique des
systemes particules tels que les atomes, les molécules neutres, les espéces radicalaires, les
ions et les surfaces solides...etc. Des algorithmes de calculs trés précis sont utilisés pour

minimiser 1’énergie totale en fonction des parametres structuraux et pour prédire la structure
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la plus stable des composés étudiés. Les fonctions ainsi obtenues permettent de calculer des
propriétés électriques et magnétiques, de méme qu’elles conduisent a I’obtention d’indices de
réactivité et d’autres caractéristiques. Ces méthodes permettent donc aussi bien
I’interprétation de résultats expérimentaux, que la prédiction de propriétés des composés pour

lesquelles aucune expérience n’a pu encore fournir d’informations.

Ainsi, les théoriciens chimistes appliquent aujourd’hui les méthodes de chimie
théorique pour savoir comment réaliser de meilleurs médicaments, de meilleures séparations
chimiques, de meilleures piles a combustible et comment trouver de meilleurs
catalyseurs...etc. Un des meilleurs exemples que 1’on peut citer dans ce contexte est la théorie

de la fonctionnelle de la densité DFT (de I’anglais : Density Functional Theory) [46].
11.5.1.1. Théorie de la fonctionnelle de la densité "DFT""

Depuis I’avénement de la mécanique quantique, la description d’un systéme de
particules en interactions (ou probleme a N corps) a fait I’objet d’incessantes recherches, qui
sont d’une importance extréme lorsque ’on veut décrire le plus fidelement la structure
¢lectronique d’un solide. Le probléme a N corps n’admettant pas de solution analytique,

plusieurs méthodes ont été proposées afin de résoudre I’équation de Schrodinger [46].

Les méthodes traditionnelles dans les théories de la structure électronique de la
matiére, en particulier la théorie Hartree - Fock et les méthodes dérivées de ce formalisme, se
fondent sur une fonction d’onde multi¢lectronique. L’objectif principal de la DFT est de
remplacer la fonction d’onde multiélectronique par la densité électronique en tant que quantité
de base pour les calculs. Alors que la fonction d’onde multi électronique dépende de 3N
variables (ou N est le nombre total de particules du systeme), la densité est seulement fonction
de trois variables, il s’agit donc d’une quantité plus facile a traiter [47]. L’idée centrale de la
DFT est que la seule densité électronique de I’état fondamental du systéme, détermine
entierement les valeurs moyennes des parametres observables comme par exemple 1’énergie
[48].

Les premieres bases de la DFT ont été données en 1964 par Hohenberg et Kohn [49],
qui ont démontré la possibilité de calculer les propriétés d’un systéme a 1’aide de la densité
électronique. Ensuite, Kohn et Sham [50] ont rendu possible les applications de la DFT en
chimie quantique. De nos jours, la DFT est la méthode de calcul de propriétés chimiques la
plus utilisée en chimie théorique. Elle présente I’avantage d’étre simple a mettre en ceuvre,

d’étre prédictive sur I’ensemble des matériaux et enfin d’étre utilisable sur des systémes de
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trés grandes tailles. Cette utilisation intensive de la DFT est allée de pair ces derniéres années
avec la construction de machines [51].

Les optimisations géométriques des composés synthétisés ont été réalisées en utilisant
le programme Gaussien [52], basé sur la théorie fonctionnelle densité (DFT), en utilisant les
fonctions d’échange hybride a trois paramétres de Becke avec les fonctionnelles de
corrélation Lee-Yang-Parr (B3LYP) 31G (d, p) [53, 54].

Les parametres chimiques quantiques des composés étudiés tels que: gap énergétique
AEgap, énergie d’ionisation, affinité électronique, électronégativité, potentiel chimique
électronique, dureté moléculaire, douceur moléculaire et indice d’électrophilie qui peuvent

étre calculés en utilisant les équations suivantes [43]:

Energy gap: 4Ecap = Enomo — ELumo (1. 10)
Energie d’ionisation: | = —Enomo (1. 11)
Affinité électronique: A = —ELumo (1. 12)
Electronégativité: y = (I + A)/2 (1. 13)
Potentiel chimique: u = —y (1. 14)
Dureté moléculaire: # = (ELumo — EHomo)/2 (11. 15)
Douceur moléculaire: S =1/n (1. 16)
Indice d’électrophilie: w = u?/2y (1. 17)

Ces paramétres sont tres importants pour comprendre les activités chimiques et
biologiques des composes synthétiseés. Il a été démontré ces dernieres années, que les calculs
guantiques-chimiques peuvent étre un outil précieux pour étudier les relations structure-

activité de divers composés.
11.5.2. Simulation de la dynamique moléculaire

L’¢tude et la compréhension des interactions entre les molécules inhibitrices et la
surface de I’acier au carbone ont été effectuées par les simulations de dynamique moléculaire
(MDS). Les MDS sont largement utilisés pour déterminer d’une part les différentes
configurations d’adsorption et d’autre part le systéme d’interaction entre les molécules

inhibitrices et la surface de P’acier.
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Nous avons utilisé le logiciel Materials Studio 7.0 pour effectuer les simulations de la
dynamique moléculaire (SDM). Dans cette étude, nous sélectionnerons la surface de Fe (110)

pour les simulations des modes d’adsorption des composés étudiés sur l'interface Fe. Aaa

Pour calculer 1’énergie d’interaction (Einteraction) €ntre les molécules d’inhibiteurs et

I'interface Fe (100) nous avons utilisée 1’équation suivante :

Einteraction = Etotar — (EFe + Einh) (“- 18)

Etwtal : Est ’énergie totale du systeme de simulation.
Ere: Est I’énergie de la surface de Fe.

Einn: Est I’énergie de la molécule inhibitrice seule.
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I11.1. Introduction

Dans ce chapitre nous décrivons le procédé appliqué pour la synthese de trois
molécules appartenant a la famille d’acides a-aminomeéthylphosphoniques :

Acide N-Ethyliminodimethylenediphosphonique (N-EDMPA)
Acide N-Propyliminodimethylenediphosphonique (N-PDMPA)
Acide Ethylenediamine tetra-methylenephosphonique (EDTMP)

il s’agit de la réaction directe de Moedritzer-Irani qui consiste a faire réagir trois composants:

une amine aliphatique, I’acide phosphoreux et le formaldéhyde. Nous nous présentons

ensuite les différentes méthodes physicochimiques et spectroscopiques telles que I’'UV-Vis,

FT-IR, RMN 'H, RMN “C, RMN “'P utilisées pour I'identification des structures des

composes obtenus.
111.2.Réactifs et solvants utilisés

Tous les produits chimiques utilisés dans ce travail sont des produits commercialisés de

type, Sigma-Aldrich ou Fluka, ils sont utilises sans traitement préalable.

Tableau Il1. 1: Caracteres physicochimiques principaux des réactifs utilisés.

Réactifs Pureté | Formule brute | M (g/mol) | Densité | Structure chimique
Ethylamine NH
Y 99% C2H/N 4508 | 0689 | HC . 2
CH,
Propylamine HAC CH
98% CsHgN 59.11 0.719 3 2
° stie “CH, NH,
Ethylenediamine CH
H>N o2
98% CoHgN 60.09 0.90 2 ~
’ 2tz “CH,  “NH,
Acide i
50% H3PO3 82.00 1.651 Ho—P~_
phosphoreux o' H
Formaldéhyde Q
36.5% CH.0 3003 | 0.851 Il
H/ \H
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Tableau Il1. 2 : Caracteres physicochimiques des solvants utilisés.

Solvants Formule brute | M (g/mol) | Pureté | T d’ébullition (°C)
L’eau distillée H-0 18.00 100
Acide chlorhydrique HCI 36.46 36% 61
Diméthylsulfoxyde DMSO C2HeOS 78.13 99.8% 191

I11.3.Montage utilisé pour la synthése et la séparation
Le montage expérimental utilisé dans la synthese est constitué des éléments suivants :
*Plaque chauffante avec agitation.
*Ballon a tri colles, Réfrigérant serpentant, Thermometre, barreau magnétique
*Un bain de sable.

Pour la séparation des molécules étudiées on utilise un Rotavapeur (Laborota 4000
Heidolph).

I11.4. Choix de réaction et synthese des molécules ciblées

Plusieurs méthodes ont éte utilisées pour la synthese des molécules substituées par les
groupements nitrilodiméthyléne diphosphonate (-N [CH2P(O) (OH):]2), chacune de ces
méthodes possede une certaines limite d’utilisations [1]. Parmi les méthodes les plus
intéressantes on cite les travaux de Kabachnik-Fields et Medved décrivant la préparation des
acides a-aminométhylphosphoniques par hydrolyse des esters a-aminométhylphosphonates

correspondants [2].

En 1966, Moedritzer et Irani [3] ont rapporté une méthode nouvelle et directe pour la
préparation des acides a-aminométhylphosphoniques on utilisant I’acide phosphoreux,

formaldéhyde et des amines selon la réaction :

Ry, NH, + nCH,0 ; nH;PO; — > R; N[CH,P(O)(OH),],  (n=1,20u3)
Schéma I11. 1 : Réaction de Moedritzer — Irani.

Dans notre travail on a choisi le procéde décrit par Moedritzer - Irani pour la synthese
des acides désirés, cette méthode est moins utilisée par rapport a celle de Kabachnik-Fields,
mais elle a I’avantage de donner directement 1’acide a-aminophosphonique sans 1’étape
d’hydrolyse, cette réaction est effectuée en milieu aqueux sans solvant organique, ce qui

argumente son choix (I’eau est solvant peu codteux, non inflammable et non toxique).
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111.4.1. Synthese de ’acide N-Ethyliminodimethylenediphosphonique (N-EDMPA)

Dans un ballon bicol a fond rond de 250 mL on solubilise 0.1 mol d’éthylamine (6.54
mL) et 0.2 mol d’acide phosphoreux 50% (32.8 g), dans 100 mL d’eau distillée et 50 mL de
I’acide chlorhydrique 36%, ensuite le melange a été chauffé a reflux pendant 2 heures sous
agitation, puis le formaldéhyde (36.5%, 0.4 mol) a été ajouté goutte a goutte au mélange
réactionnel. Le mélange résultant a été laissé sous reflux pendant 4 heures. La solution
limpide est refroidie a température ambiante, aucun précipité n’a été formé durant la période
de refroidissement. Le solvant en exces a été évaporé au minimum sous pression réduite par
un évaporateur rotatif. L’ajout de 1’éthanol a la solution restante, conduit a la formation d’un
solide blanc, celui-ci a été séparé par filtration, lavé plusieurs fois avec 1’éthanol a
température ambiante, apres séchage le solide obtenu a été caractérisé par les méthodes

physico-chimiques habituelles.

OH
e NN,
H¢” N7 P
H3C/\NH2+ 2H,PO; + 2CH,0 —= ° ) 0l Y
H,0HCl  HO-,

//\
o OH

Schéma I11. 2 : Séquence réactionnelle genérale de synthése de /’acide
N-Ethyliminodimethylenediphosphonique (N-EDMPA).

111.4.2. Synthese de I’acide N-Propyliminodimethylenediphosphonique (N-PDMPA)

Pour préparer 1’acide N-Propyliminodimethylenediphosphonique (N-PDMPA), on
mélange 0.1 mol (8,22 mL) de propylamine avec 0.2 mol d’acide phosphoreux 50% (32.8 g)
dans 100 mL d’eau distillée et 50 mL de I’acide chlorhydrique, ce mélange est alors mis sous
agitation magnétique a reflux. Apres 2 h on ajoute 0.4 mol de formaldéhyde goutte a goutte.
Au bout de 4 h et aprés refroidissement du mélange réactionnel, celui-ci est évaporé puis on
ajoute une quantité d’éthanol au résidu obtenu, on observe la formation d’un précipité blanc,

qui sera sépareé par filtration et lavé avec 1’éthanol.
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H,C PH
3 \/\N/\P§
S 4 2H3PO; + 2CH0 —— HO ) no ©
H;C H,O/HCl _P
Z N\
OH

Schéma 111. 3 : Séquence réactionnelle générale de synthése de !’acide

N-Propyliminodimethylenediphosphonique (N-PDMPA).
111.4.3. Synthése d’acide Ethylenediamine tetra-methylenephosphonique (EDTMP)

L’EDTMP a été obtenu selon la méme procédure, a partir de la réaction de 0.1 mol
d’éthylénediamine avec 0.4 mol d’acide phosphoreux 50% (65.6 g) dans 100 mL d’eau
distillee et 50 mL de ’acide chlorhydrique, apres 2 h on ajoute 0.8 mol de formaldéhyde (65.8
g). Aprés 4 h le melange réactionnel est évaporé et on ajoute une quantité d’éthanol au résidu
obtenu, on observe la formation d’un précipité blanc, qui sera filtré et lavé avec 1’éthanol, le

produit obtenu a été caracterisé apres sechage.

HO
/O
OH
Ox / f OH OH
H,O/HCI >

SN+ AHPO; - 4 CH0 S o N NN S S
H)N HO HO ) HO /\O

07 “on

Schéma I11. 4 : Séquence réactionnelle générale de synthese d’acide Ethylenediamine

tétramethylenephosphonique (EDTMP).

111.5. Mécanismes réactionnels

La synthése des acides a-aminophosphoniques (N-EDMPA, N-PDMPA, EDTMP) se
fait selon la réaction de Moedritzer-lrani, qui est analogue a la réaction de Mannich. La
réaction nécessite un milieu fortement acide et un chauffage a reflux. Les étapes de la réaction

peuvent étre résumées comme suit :
1. Protonation du formaldéhyde en milieu acide.

2. Attaque nucléophile par les doublets libres de la fonction amine sur le

carbocation formé et la formation d’un iminium.

3. Attaque nucléophile de I’acide phosphoreux.
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Il a été constaté qu’une acidité élevée augmente la vitesse de la réaction et améliore le

rendement. Un pH bas contribue également a inhiber 1’oxydation du phosphite en phosphate.

L’atome d’hydrogéne directement li¢ au phosphore dans 1’acide phosphoreux est

necessaire a ce type de réaction [3].

0
(I:I
H H
H+ H®
H H H H
OH OH
OH \eo \ / NS
/ | ——> R—=N—C —  » R—N—=C
R——NH, + /C\ (7 \
H H H H H
P(OH)3 +HGa
-
o) : H ((?H
H 9 I / - H,0 NLAE
i OHe PO «———QCOH: + 1o < )
R R \/\
OH "
o
H H HO / HO\ 0 \

HO—I|°|—OH

(0]
or  [FEame)

Schéma I11. 5 : Mécanisme réactionnel proposé pour la formation des acides
N-EDMPA et N-PDMPA.
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Le mécanisme réactionnel d’lrani [4] a partir d’une diamine peut étre résumé comme

suit :
H CH,OH
NH,—C,H;—NH; + 4HCHO ———> N——CzH,—N
HOH,C H
®
2H
H CHz PO(OH), o) H CH;
[l
N—C,H,—N T2 OPOH),  @N——CH,—N® + H,0
(HO),OP——H,C H H,C H
+ 4HCHO
HOH,C CH——PO(OH), H2C\\ CHa——PO(OH),
N—C,H,—N i» @N_02H4—N€ + H0
(HO),0P CH, CH,OH (HO)20P CHz e
I
+ 20P(0H),
(HO),0P——H,C CHa PO(OH),
N C2H4_N

Schéma I11. 6 : Mécanisme réactionnel proposé pour la formation de /’acide EDTMP.

I11.6. Caractérisation des produits synthétisés

Tous les produits synthétisés sont des solides et se présentent sous forme de poudre
blanche. Le changement de 1’état physique des produits obtenus par rapport ceux des produits

de départ c’est un indice significatif sur la formation de nouveaux produits.

Les résultats ont montré que les acides a-aminophosphoniques synthétisés sont des
composeés stables a I’air et a température ambiante. Des tests de solubilité effectués dans les
solvants habituels montrent que les composés N-EDMPA, N-PDMPA et EDTMP sont

parfaitement solubles dans I’eau et dans les solvants polaires.

Aucun sous-produit n’a été révélé par analyse chromatographique et les composés ont

été isolés avec un bon rendement (Tableau 111.3).
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111.6.1. Température de fusion

Les résultats montrent que les produits synthétisés ont des températures de fusion (Ts)

élevée (Tableau IlI. 3).

Tableau Il1. 3 : Caractéres physicochimiques principaux des produits synthétisés.

Produits Formule brute M (g/mol) Couleur | Rendement | T (°C)
N-EDMPA C4H13NOgP2 233.097 Blanc 85% 207
N-PDMPA CsH1sNOgP2 247.123 Blanc 83% 184

EDTMP CsH20N2012P4 436.124 Blanc 79% 239

111.6.2. Analyse élémentaire

Les résultats de I’analyse élémentaire sont fournis avec une précision absolue de

+ 0,3% et sont validés pour deux essais minimums.

Les résultats expérimentaux des pourcentages de carbone, hydrogene et d’azote
trouvés pour I’acide N-PDMPA synthétisé confirment I’analyse théorique et conduit a la

formule chimique suivante : CsHisNOgsP2 (Tableau I11.4).

Tableau I11. 4 : Pourcentage expérimental et théorique des éléments C, H et N dans le
composé N-PDMPA.

Formule brute Resultats C% H% N%
Résultat experimental | 24.96% | 6.12% | 6.0%
Calcule théorique 24.30% | 6.12% | 5.67%

CsH1sNOgP>

11.6.3. Caractérisation spectroscopique

Le produit de départ et les produits synthétisés, sont caractérisés par les méthodes

spectroscopiques : UV-Vis, IR et RMN
111.6.3.1. Caractérisation des produits synthétisés par la spectrophotométrie UV-Vis

La spectrophotométrie UV-Vis nous a permis la mise en évidence des bandes
d’absorption caractéristiques des différents produits impliqués dans ce travail, tous les
spectres ont été enregistrés en DMSO dans le domaine d’ultraviolet visible allant de 200 a
800 nm, ce qui a facilité leur comparaison et ’observation des modifications notables entre
les réactifs et les molécules synthétisées d’une part et entre les produits synthétisés eux-

mémes d’autre part.
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Les figures Ill. 1 (a, b, c) représentent les spectres d’absorption UV-Visible des

différents acides synthétisés et leurs produits de départ.
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Figure I11. 1: Spectre UV-Vis dans le DMSO:
(a) N-EDMPA et d’éthylamine.
(b) N-PDMPA et d’propylamine.
(c) EDTMP et d’éthylénediamine.

Les spectres d’absorption UV-Visible des produits de départ (éthylamine, propylamine
et éthylénediamine) sont caractérisés par une forte bande d’absorption située dans ’ultraviolet

aux alentours de 258-261 nm correspondant a la transition électronique n—oc* [5].

La comparaison des spectres des produits synthétisés avec ceux des produits de départ
(amines), montre des déplacements bathochromes (augmentation de la longueur d’onde Amax),
ces déplacements peuvent étre expliqués par la présence des groupements acides

phosphoniques dans les structures moléculaires des acides synthétisés. L’apparition de ces
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bandes dans la région UV peut étre assignée aux transitions n—c*, n -> n * et = — n *, ce

type de transition est lié a la présence des hétéroatomes (O, N et P).

Les spectres enregistrés dans la région du visible montrent que ces composés sont

transparents et ne présentent aucune absorption.

Les spectres UV-Vis ont été exploités selon la loi de Beer-Lambert pour caractériser
les différentes molécules par leurs coefficients d’extinctions spécifiques (). Les valeurs des
longueurs d’ondes (Amax) €t des coefficients d’extinctions spécifiques (g) sont regroupées dans
le tableau II1. 5.

Tableau I11. 5 : Parametres spectrales caractéristiques des spectres UV-Vis des produits de
départ et des acides synthétises enregistrés en DMSO a température ambiante.

Produits | C (ug/mL) Amax (Nm) Absorbance | & (I £m.mol)
N-EDMPA 500 282 (258 pour éthylamine) 0.451 210
N-PDMPA 500 282 (263 pour propylamine) 0.493 245

EDTMP 500 282 (262 pour éthylenediamine) 1.015 889

On constate que les Amax caractéristiques des dérivées amines sont pratiquement
identiques, ceci explique pourquoi les phosphonates obtenues ont la méme Amax, Néant au

moins, les coefficients (¢) des molécules synthétisées, sont bien différents (Figure I11. 2).
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Figure I11. 2: Spectres UV-Vis enregistré en DMSO C»=500 pg/mL; I=1cm,
des composés N-EDMPA, N-PDMPA et EDTMP.

Les spectres de la figure Ill. 2 enregistrés aux mémes concentrations, présentent un

effet Hyperchrome clair des bandes caractéristiques des acides synthétisés, ceci confirme
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selon la loi de Beer Lambert la différence entre les coefficients d’extinction et la différence
entre les masses moléculaires des trois acides obtenus.

111.6.3.2. Caractérisation des produits synthétisés par spectroscopie FT-IR

Les figures Ill. (3, 4, 5), illustrent les spectres IR des composés acides synthétisés:
N-EDMPA, N-PDMPA et EDTMP et ceux des produits de départ correspondants.
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Figure 111.3: Spectre IR d’éthylamine et d’acide N-Ethyliminodimethylenediphosphonique
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Figure 111.4: Spectre IR de propylamine et d’acide N-Propyliminodimethylenediphosphonique
(N-PDMPA).
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Figure 111.5: Spectre IR d’ethyléenediamine et d acide Ethylenediamine tetra-
methylenephosphonique (EDTMP).
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Figure I111.6: Spectre IR de formaldéhyde.
Les spectres IR des amines propylamine et d’éthylenediamine (Figures Ill. (4, 5))

montrent deux bandes d’intensité moyenne, situés & (3361, 3284 cm™; 3368, 3284 cm?)
respectivement attribuées a I’amine primaire, pour 1’éthylamine, I’empreinte de I’amine
primaire n’a pas été correctement observée sur son spectre IR, ce résultat converge
parfaitement aux spectres trouvés dans la littérature. Ces bandes représentent les modes
d’élongation symétrique et asymétrique de la liaison N-H. On observe pour les trois amines
un pic d’intensité moyenne a 1638, 1589 et 1591 cm™ attribué aux vibrations de déformation

angulaire de la liaison N-H (cisaillement) de I’amine primaire.

Les spectres enregistrés pour les trois produits synthétisés, (Figures Ill. (3, 4, 5)),
indiquent sans ambiguité des différences bien claires entre les amines de départ et les

composeés synthétisés, ce qui différencie ces spectres s’est surtout la disparition totale de la
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bande empreinte de I’amine primaire sur les spectres des molécules synthétisées et
I’apparition des nouvelles bandes d’absorption caracteristiques des composés phosphorés.

Plusieurs bandes attribuables aux groupements phosphonates sont observées sur les
spectres IR des acides, en particulier :

* Dans la zone allant de 2700 - 2300 cm™ on trouve les bondes caractéristiques des
groupements - PO-H de I’acide phosphonique, ces pics sont absents sur le spectre du produit
de départ.

* Dans la zone allant de 1299 cm™ a 1100 cm™* on trouve le pic caractéristique de la
liaison P = O [6].

On observe un deplacement du pic caractéristique de la lisions C-N vers les fréquences
les plus élevés. Nous pouvons également remarquer la disparition du pic attribué au

groupement carbonyle C=0 de formaldéhyde situé vers (1750 cm™) (Figure 111.6).

La figure 111.3 présente le spectre IR du N-EDMPA, les bandes de faible intensité
observées a 2999, 2965 cm™ sont assignées aux vibrations d’élongation symétrique de liaison
(C-H) aliphatiques. Les deux bondes observées a 2667 et 2272 cm™ sont attribuées aux
vibrations d’élongation PO-H des acides phosphoniques, tandis que le mode de déformation
dans le plan asymétrique C-H de CHs et CH> sont situés a 1436 et 1336 cm™. La bande IR
faible situé a 1275 cm™ est affectée a C-N en mode de vibration d’élongation. La bande
correspondant au mode d’élongation P = O apparait a 1106 cm™. Les bandes a 937 cm™ et 709

cm? correspondant respectivement a & (P-OH) et v (P-C).

Le spectre du composé N-PDMPA (Figure 111.4) est caractérisé par les pics de
fréquence situés a 2991 cm? et 2975 cm? attribués aux vibrations d’élongation de (C-H)
aliphatique. Les deux bondes situés a 2535 cm™ et 2323 cm* correspondent a I’élongation de
liaison PO-H. La bande faible située a 1283 cm™ est attribuée a la liaison (C-N). Les bandes
de vibrations v (P=0), § (P-OH) et v (C—P) sont localisées a 1138 cm™, 935 cm? et 715 cm'*

respectivement, caractérisant le groupement phosphonates (C- P (O) OH).

Dans le spectre de I’acide phosphonique EDTMP (Figure I11.5) la vibration
d’¢élongation du (C-H) aliphatique présente deux bandes d’absorptions fiables a 2999 cm™ et
2965 cm?, les deux bandes larges situées a 2593 cm™ et 2357 cm™correspondent aux modes
de vibration de v (O-H) du groupement acide phosphonique, en plus on observe sur le spectre
d’EDTMP les bandes v (P=0), & (P-OH) et v (P-C) correspondant respectivement aux
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fréquences 1115 cm?, 946 cm? et 742 cm™. Ce qui confirme la formation du composé acide
désiré.
Les valeurs des fréquences des principaux pics caractéristiques des produits

synthétisés et produits de départ, sont résumeées dans le tableau Ill. 6.

Tableau I11. 6 : Principaux pics caractéristiques des vibrations IR des produits synthétisés et
leurs produits de départ correspondants.

Fréguences cm
Forma- . N- . N- ) Attribution
ldéhyde Aminel EDMPA Amine2 PDMPA Amine3 | EDTMP
/ / 3361 / 3357 / f;N-_H
3284 3283 amine
/ 2965 2999 gggg 2991 2921 2999 Ven
2889 2965 2975 2847 2965 aliphatique
2869
/ / 2667 / 2535 / 2593 7
2272 2323 2357 (0=)PO-H
/ 1638 / 1589 / 1591 / Sn_n
1750 / / / / / / V_c=o
/ 1240 1275 1213 1283 1096 1207 VeoN
/ / 1106 / 1138 / 1115 Vpoo
/ / 937 / 935 / 946 8p_on
/ 776 / 815 / 810 / YN_H
/ / 709 / 715 / 742 Vp_c

Aminel: Ethylamine ; Amine2 : Propylamine ; Amine3 : Ethylénediamine.

111.6.3.3. Caractérisation des produits synthétisés par RMN 1H, RMN °C et
RMN P

Les déplacements chimiques & (ppm) et le couplage des protons observés sur les
spectres RMN de H, 3C et 3'P des produits synthétisés a permis de confirmer les structures
attendues. L’interprétation des spectres RMN a été comparée avec les données de la

littérature.
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a- RMN de I’acide N-EDMPA

Les spectres RMN *H, RMN C et RMN 3*!P caractéristiques de 1’acide N-EDMPA

sont présenté par la figure 111.7.
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Figure 111. 7: Spectre RMN 'H, "°C et *'P de N-EDMPA.
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Le spectre RMN *H (Figure I11. 7-a) révéle les déplacements chimiques suivants: un
triplé situé a 1.22 ppm correspondant aux protons de carbone (a) avec une constante de
couplage Ju-+ = 7.2 Hz, un signal a 3.21 ppm correspondant aux protons du groupement
méthyléne lié au phosphore (carbone b); un multiplet & 3.45 du proton de carbone (c), le
signal des protons de I’acide est situé vers 4.72 ppm.

L’analyse du spectre RMN 3C (Figure I11. 7-b) présente les signaux caractéristiques
suivants : un signal a 8.32 ppm correspondant au carbone (a), deux signaux situés a 49.81 et
51.21 ppm correspondant aux carbone des groupements méthylene liés au phosphore ces
signaux se présentent sous forme d’un doublet a cause du couplage du carbone avec le

phosphore (Jc.p = 4.4 Hz), le signal du carbone (c) est situé a 52.39 ppm.

L’analyse du spectre RMN 3P (Figure Ill. 7-c) présente un signal situé¢ a 8.57 ppm
correspondant au groupement phosphonate de 1’acide phosphonique. Ce signal se présente

sous forme d’un triplet a cause du couplage du phosphore avec 1’hydrogéne (Jr-v = 12.7 Hz).
b- RMN de |’acide N-PDMPA

La structure attendue pour 1’acide N-PDMPA, est confirmée par RMN H, 3C et 3P

les spectres caracteéristiques correspondants sont présentés sur la Figure 111.8.
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Figure 111.8: Spectre RMN H, Cet P de N-PDMPA.
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Le spectre RMN !H de N-PDMPA (Figure IIl. 8-a) est caractérisé par les
déplacements chimiques suivants : un triplet & 0.71 ppm correspondant au 3H de carbone (a)
(JH-+=7.22 HZ), un multiple a 1.51 ppm des deux protons du carbone (b) et I’autre a 3.20 ppm
correspondant aux protons de carbone (c). Un doublet vers 3,85 ppm correspondant au proton
du méthyléne couplé au phosphore (Ju-r = 12.6 Hz), le signal des protons des groupements —
OH acides est situé a 4.76 ppm.

Le spectre RMN du *3C (Figure I1l. 8-b) montre un signal & 9.72 ppm correspondant
au carbone (), un signal a 16.75 ppm du carbone (b). Les deux carbones des groupements
méthyléne résonnent respectivement a 49.95 et 51.7 ppm, dans les deux signaux en observe le
couplage entre le carbone et le phosphore (Jcp = 4.4 Hz), le carbone (c) résonne a 58.79 ppm

pour.

Le spectre RMN 3P (Figure Ill. 8-¢) présente un seul signal & 8.367 ppm
correspondant au phosphore de I’acide N-PDMPA, ce signal est sous forme d’un triplet a
cause du couplage du phosphore avec les hydrogénes de — CH; avec une constante de
couplage Jp.n = 12.7 Hz.

C- RMN de I’’acide EDTMP

La structure attendue pour I’acide EDTMP est confirmée par RMN H, 3C et 3P, les

spectres caractéristiques correspondants sont illustrés par la figure I11. 9.
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Figure 111.9: Spectre RMN 'H, "C et °'P de EDTMP.
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Le spectre RMN H de 'EDTMP confirme la structure de 1’acide phosphonique visé
par la synthese, il représente les déplacements chimiques suivants: un doublet présente la
résonance des protons isochrones des groupements méthylénes (a) liés aux atomes de
phosphore & 3.55 ppm (Jup=12.6 Hz), un signal situé a 3.86 ppm présente la résonance des
protons isochrones des groupements méthylénes (b) liés aux atomes d’azote et un signal situé
a 4.79 ppm correspondant a la résonance des huit protons isochrones des groupements - OH

de I’acide phosphonique.

L’analyse RMN °C de I’acide 'EDTMP, révéle un signal situé vers 51,63 ppm,
correspondant aux deux carbones des groupements méthylénes (a) liés aux atomes d’azote,
alors que les quatre carbones isochrones (b) liés aux atomes de phosphore, résonnent sous
forme d’un doublet situé a 52.73 ppm (Jcr = 4.3 Hz).

Le spectre RMN 3!P de ’acide ’'EDTMP, présente un triplet caractéristique des quatre
atomes de phosphore vers 8.21 ppm avec une constante de couplage Jr-1=12.6 Hz.

I11.7. Conclusion

Nous avons synthétisé trois acides a-aminomethylenephosphoniques, a partir d’une
réaction classique entre une amine, acide phosphoreux et le formaldéhyde, avec un trés bon

rendement.

La spectrophotométrie UV-Vis a révélé des déplacements bathochromes significatifs
des bandes d’absorptions caractéristiques des produits synthétisés par rapport aux produits de
départ, ce qui indique, la présence de nouveaux groupements sur les structures des produits

obtenus.

Les spectres infrarouges ATR-FTIR des composés synthétisés révelent clairement la
disparition des pics caractéristiques de I’amine primaire — NH> des produits de départ et le pic
caractéristique de groupement carbonyle C = O du formaldéhyde. Les spectres ATR-FTIR

révelent également I’apparition des pics caractéristiques des liaisons C-P, P=0 et P-OH.

Les spectres RMN H, BC et 3P révélent les groupements fonctionnels attendus sur
les structures proposées ce qui confirme sans ambiguité 1’obtention des produits ciblés dans

ce travail.
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Ce chapitre est subdivisé en deux parties, sa premiére partie est consacrée a I’étude de
’activité biologique y compris I’activité antioxydante, anti-inflammatoire et antibactérienne ;
Nous présentons également les résultats de ’activité hémolytique in-vitro pour les trois acides

a-aminophosphoniques synthétisés.

Dans la seconde partie on donne les parameétres de chimie quantiques et la carte de

potentiel électrostatique moléculaire (ESP) de ces acides.
IV.1. Evaluation de I’activité antioxydante

La plupart des méthodes de mesure de I’activité antioxydante sont basées sur
I’utilisation de systémes générant des radicaux libres. Ce sont principalement des méthodes
dites "d’inhibition " ou "piégeage" dans lesquelles une espéce chimique capable de générer
des radicaux libres est utilisée avec une substance capable de détecter ces espéces. Compte
tenu de la complexité des processus d’oxydation et la variété des radicaux libre, il n’existe pas
de méthode unique qui permettrait de refléter le profil antioxydant d’un échantillon. C’est
pourquoi, nous n’avons pas utilisé une seule méthode pour évaluer ’activité antioxydante de
nos produis. L’un des objectifs intéressants de ce travail de thése est 1’évaluation de ’activité

antioxydante des composés synthétisés par les méthodes classiques et électrochimiques.
IV.1.1. Activité de piégeage de radical DPPH

L’activité antioxydante des produits vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée par
spectrophotométrie en suivant la réduction de ce radical, pour cela nous avons utilisé un
spectrophotomeétre UV-Vis pour mesurer les absorbances des échantillons a A= 517 nm, les

résultats sont regroupés dans le tableau IV.1.
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Tableau I1V.1 : Evolution de I’absorption mesurée a A=517 nm pour les molécules
N-EDMPA, N-PDMPA, EDTMP et le standard BHT.

Moyenne

C (ug/mL) R C (ug/ml) | d’absorbance
N-EDMPA | N-PDMPA EDTMP BHT
25 0.9205 0.8707 1.0078 10 0.9946
50 0.8417 0.8104 0.9154 20 0.8175
100 0.6661 0.6022 0.812 30 0.7048
150 0.5894 0.5166 0.726 40 0.6476
200 0.5087 0.4649 0.6603 50 0.5832
250 0.4784 0.4388 0.6052

Pour chaque test, I’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation (II. 2).

A — A, _
APRpppy % = DPPH échantillon « 100

ADPPH

Les résultats obtenus, permettent de tracer les courbes de la variation du pourcentage
d’inhibition en fonction de la concentration des molécules synthétisés 1% = f (C) (figures IV.
1).

—u— N-EDMPA
—e— N-PDMPA
A EDTMP
—v—BHT
1 L 1 L 1 L 1

100 150 200 250
Concentration (ug/mL)

Figure. IV. 1 : Activité de piégeage radicalaire de N-EDMPA, N-PDMPA, EDTMP et BHT

avec différentes concentrations.
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Cette figure montre que tous les produits testés présentent une augmentation

progressive de 1’activité avec une augmentation de la concentration.

Pour mieux caractériser le pouvoir antiradicalaire des composés (N-EDMPA, N-
PDMPA et EDTMP) vis-a-vis de radicale DPPH, les résultats des tests ont été exprimés en
ICso. Cette valeur a été déterminée graphiquement a partir des droits qui représente la
variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des composes étudiés, et
comparée avec celle d’antioxydant standard (BHT), les ICso de chaque produit étudié et celle

du BHT ont été montre dans la figure IV.2.

BHA
N-PDMPA
N-EDMPA
EDTMP
(I] 5I0 1(I)0 1é0
l5o (Hg/ml)

Figure. IV.2: ICso de N-EDMPA, N-PDMPA, EDTMP et BHT, (valeur moyenne + S.D pour
n=3).
La valeur ICsg inférieure d’un échantillon prouve I’activité piégeant des radicaux

libres plus élevée et indique qu’une plus petite quantité est suffisante pour diminuer la
concentration de DPPH de 50%.

L’acide N-PDMPA représente le ICsq le plus faible de 30.423 pg / mL ce qui traduit
par un pouvoir antiradicalaire le plus puissant, suivi de N-EDMPA avec un ICso = 67.408 ug /
m. L’EDTMP a un ICsp le plus eleve (ICso = 129.236 ng / mL) ce qui corresponde a la

capacité antioxydante la plus faible.

L’antioxydant standard, le BHT est utilisé pour comparer les résultats, il a montré une

activité antiradicalaire tres puissante avec un 1Cso de 1’ordre de 24.387 pg/mL.
1VV.1.2. Méthode de blanchissement du p- caroténe

Le pouvoir de N-EDMPA, N-PDMPA et d’EDTMP a inhibé la peroxydation des

lipides a été évalué a I’aide du test de blanchiment -carotene / acide linoléique.
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Dans ce test, I’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux libres peroxydes du
fait de I’abstraction de I’atome d’hydrogéne des groupes méthyléne diallyliques de ’acide
linoléique. Les radicaux libres résultant attaquent le B-caroténe hautement insaturé, entrainant
son oxydation et par conséquent une decoloration (disparition de la couleur orange) rapide.

Cette diminution de la coloration correspond a une diminution de 1’absorbance a 470 nm [1].

La présence d’un antioxydant pourrait inhiber 1’oxydation du [-caroténe, cette
inhibition est due probablement, soit a I’inhibition de I’auto-oxydation de ’acide linoléique

ou au piégeage des radicaux peroxydes formés durant leur oxydation [2].

Cette méthode est intéressante car le B -carotene est un composé physiologiquement

important a forte activité biologique [3].

La cinétique du blanchissement du [ -caroténe en présence et absence des acides
a-aminophosphoniques, BHT et I’antioxydant naturel (vitamine C) est suivie par un
spectrophotomeétre UV-Vis. Les absorbances obtenues pour chaque test sont portés dans le
tableau 1V.2.

Tableau 1V.2: Variation de I’absorption des produits étudiés en fonction du temps, mesuree
ai =470 nm.

Temps (h) | N-EDMPA | N-PDMPA | EDTMP | BHT | VitC | Méthanol | H.O
0 0.808 0.819 0.802 1.121 | 1.051 1.024 1.014
1 0.717 0.736 0.791 1.098 | 0.514 | 0.934 0.938
2 0.666 0.722 0.720 1.095 | 0.377 0.864 0.865
4 0.622 0.635 0.718 1.087 | 0.217 0.769 0.755
6 0.590 0.590 0.677 1.084 | 0.157 0.654 0.649
24 0.255 0.322 0.592 1.070 | 0.085 0.222 0.217
48 0.105 0.141 0.514 1.068 | 0.060 0.109 0.130

Les resultats de 1’étude cinétique, Absorbance = f (temps) de différentes molécules

sont représentés graphiquement par la figure 1V.3:
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Figure 1V. 3: Activité antioxydante des molécules N-EDMPA, N-PDMPA, EDTMP, BHT,

Vit C et du contrble négatif dans le test du blanchissement de f-caroténe.

En présence de I’antioxydant BHT, les absorbances de la solution de [B-carotene
restent stables durant toute la période d’incubation. Les acides synthétisés ont montré une
activité antioxydante remarquable. L’échantillon de controle négatif s’oxyde le plus

rapidement.

L’activité antioxydante (AA%) des acides a-aminophosphoniques synthétisés a été
calculé aprés 24 h selon 1’équation I1.3, puis on a effectué¢ une étude comparative entre leurs

activités (Figure 1V.4).

Vit C 7.94
N-EDMPA 23.83
N-PDMPA 30.09
EDTMP 55.33
0 20 40 60

(%) d'inhibition
Figure 1V. 4: Activité antioxydante (AA%) déterminée aprés 24 h, pour les molécules

testées : N-EDMPA, N-PDMPA, EDTMP et Vit C (valeur moyenne + S.D pour n=3).

Aprés un temps de réaction de 24 h, il a été constaté que la molécule EDTMP présent

I’activité antioxydante la plus élevée avec un AA% = 55.33 + 0.89%, suivi de N-PDMPA et
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ensuite de N-EDMPA avec des valeurs de 30.09 + 1.42% et 23.83 + 3.4%, respectivement;
par contre, la vitamine C presentait un AA% négligeable (7.94 = 0.89). Ces résultants
permettent de classer I’activité antioxydante des produits étudiés dans 1’ordre croissant

suivant : Vitamine C < N-EDMPA < N-PDMPA< EDTMP

La plus grande efficacité du BHT dans la prévention du blanchiment du -carotene
peut étre attribuée a leur plus grande solubilité dans le systetme d’acide linoléique. Par
conséquent, les capacités de blanchiment au B-caroténe des acides synthétises et de 1’acide

ascorbique étant donné qu’elles sont solubles dans 1’eau.
IV.1.3. La réduction du fer FRAP (Ferric reducing-antioxidant power)

Des études antérieures ont montré que la capacité de donation d’électrons dans une
réaction d’oxydoréduction peut étre aussi utilisée dans la mesure de 1’activité antioxydante

d’un composé [4, 5], cette capacité de donation d’électrons est appelée pouvoir réducteur.

Dans cette étude, le pouvoir réducteur des acides a-aminophosphoniques est mesuré
par la réduction directe de Fe®** en Fe?* déterminée par la détection spéctrophotométrique du
complexe Fes[Fe(CN)s]z ayant une forte absorption a 700 nm. Dans cette technique, la couleur
jaune de la solution change au vert-bleu selon le pouvoir réducteur de 1’échantillon testé. Une

absorbance élevée indique un pouvoir réducteur élevé [6].

La lecture des absorbances des solutions préparées a permis de tracer les

courbes : Absorption = f (concentrations), présentées sur la figure 1V.5.

1,54

1,4
1,3
1,2
1,1
1,0
0,9
0,84
0,7
0,6
0,54
0,4
0,34
0,2
0,14
0,0

Absorbance

—m— N-EDMPA
—eo— N-PDMPA

A EDTMP A
—v— BHT A

0

C(ug/ml)

40

Figure 1V. 5: Variation de /’absorbance des molécules N-EDMPA, N-PDMPA, EDTMP et du

standard BHT a différentes concentrations.
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Nous remarquons d’aprés cette représentation graphique, que les acides N-EDMPA,

N-PDMPA et EDTMP possedent un pouvoir réducteur proportionnel a la concentration.

Les courbes de la figure IV.5 ont été exploitées pour calculer les valeurs ECso des
produits synthétises et comparé avec ECso de BHT utilisé comme un standard (Tableau 1V.3).

Par définition, ECsp est la concentration effective a laquelle 1’absorbance de 0.5 était obtenue.

Tableau 1V.3 : Concentration effective ECso des molécules N-EDMPA, N-PDMPA, EDTMP

et de BHT (valeurs moyenne £ S.D pour n=3).

Produit ECso (ug /mL)
N-EDMPA 24.32 + 0,495
N-PDMPA 12.92 + 0,714

EDTMP 9.85+1,217

BHT 7.65 + 0,028

Les valeurs ECsog, montrent que la capacité la plus élevée des acides synthétises est
obtenue pour 1’acide EDTMP (9.85 + 1,217 pg/mL), suivi de N-PDMPA, alors que N-

EDMPA a présenté un pouvoir réducteur inférieur, elle suit donc la séquence suivante
N-EDMPA < N-PDMPA < EDTMP < BHT

Ces valeurs indiquent que les molécules EDTMP et N-PDMPA possédent des
capacités réductrices tres fortes et comparables a celle du BHT. Cela démontre leurs
propriétés de donation d’électrons et par conséquent leur capacité a neutraliser les radicaux

libres.
1V.1.4. Méthode de la voltammétrie cyclique (VC)

L application de la voltammétrie cyclique (VC), exige que les produits testés doivent
étre non actifs dans la plage de potentiel du couple 0,/05~ afin d’éviter les interférences ou
les interprétations complexes des voltamogrammes. Pour cette raison, avant d’étudier le
piégeage radicalaire de composes synthétisés vis-a-vis du radical superoxyde, nous avons
étudié 1’électroactivité des molécules concernées dans les mémes conditions que celles
prévues pour effectuer cette étude, ceci nous a permis de confirmer que les acides: N-
EDMPA, N-PDMPA et EDTMP sont effectivement inactives dans la plage de potentiel du
couple 0,/05~.
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IV.1.4.1. Génération électrochimique et comportement voltamétrique du radical

superoxyde

Le voltamogramme cyclique a tout d’abord été enregistré en 1’absence des composés
testés pour déterminer le courant de pic anodique Iga, cette valeur correspond a la

concentration de O3~ a la surface de 1’électrode.
Le radical O3~ a été généré selon la réaction de réduction (i) (Figure 1V. 6, pic C). La
présence de ce radical est facilement détectée par son courant anodique mesuré lors du

balayage inverse selon la réaction d’oxydation (Figure 1V.6, pic A).
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Figure 1V.6: Voltamogrammes cycliques de (a) DMSO - BusNBF4, 0.1 M (b) 03~ en milieu
DMSO - BusNBF4 0.1 M avec une vitesse de balayage, v =20 mV /s:
- Carbone vitreux (GC) comme électrode de travail.
- Plague de platine (1.28 cm?) comme contre-électrode.

-L’électrode au calomel saturée (SCE) comme référence.

Le voltamogramme cyclique du radical anion superoxyde montre un processus
réversible avec des pics d’oxydation et de réduction avec AEp, = 70 mV, ce qui est en bon

accord avec les travaux antérieurs [7].

IV.1.4.2. Comportement électrochimique du radical superoxyde en présence des
molécules N-EDMPA, N-PDMPA, EDTMP et de BHT

Le voltamogramme cycliqgue du radical anion superoxyde en présence de
N-EDMPA, N-PDMPA et EDTMP a montré une diminution du courant anodique en fonction
de ’augmentation de la concentration (augmentation du volume) de ces molécules, alors que

I’intensité du courant cathodique n’est pas significativement modifiée, figure IV.7.
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Figure 1V.7 : Evolution des voltamogrammes cycliques de 03~ enregistrés en présence de
différents volumes de N-EDMPA, N-PDMPA, EDTMP et BHT en milieu (DMSO - Bu4NBF4;

Curent density (uA/cmz)
Curent density (pA/cmz)
\ \ 4
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0.1 M) une vitesse de balayage =20 mV / s:
- Carbone vitreux (GC) comme électrode de travail
- Plaque de platine (1.28 cm?) comme contre-électrode

- L ¢électrode au calomel saturée (SCE) comme référence

La diminution du courant de pic anodique du radical anionique superoxyde suggére
que les produits testés réagissent de maniere irréversible avec ce radical et diminuent sa
concentration autour de la surface de 1’électrode. Aucun changement dans le courant de pic
cathodique n’a été observé, ceci, indique 1’absence d’interaction entre les composes testés et

1’oxygene moléculaire.

Les changements de la forme du voltamogramme cyclique observés, sont identiques
dans les trois composés, ce comportement est analogue a celui rapporté dans la littérature [8,
9]. Sur la base de cette analogie, le mécanisme proposé est donc 1’abstraction d’atome H du

composé par le radical superoxyde et peut étre représenté par le mécanisme suivi:
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0,+le —» 03~ i
03~ +ROH —» [RO - Ho;]—> HO; +RO* i
HO; + ROH ——» H,0,+ RO" ii

Ce mécanisme est un transfert d’électrons réversible suivi d’une réaction chimique
irreversible (transfert d’atomes d’hydrogéne). Le radical anion superoxyde formé
électrochimiquement, réagit avec ’antioxydant et forme une espéce électro-inactive sous
forme d’un radical et une base conjuguée du peroxyde d’hydrogene, d’autre part, la base
conjuguée du peroxyde d’hydrogéne n’est pas stable et réagit avec 1’antioxydant en prenant
un proton pour former un produit H20- relativement stable. Le RO" produit est supposé avoir

une tres faible toxicité en raison de sa forte probabilité de dimérisation.
1V.1.4.3. L’activité de piégeage et la détermination des valeurs ICso

L’activité de piégeage de I’antioxydant a été évaluée par sa I1Cso calculée a partir de
I’équation linéaire (Le pourcentage d’activité de piégeage des radicaux par rapport a la
concentration du composé). D’aprés le tableau 1V.4, on trouve que la plus faible valeur de
ICso (57.635 pg / mL) a été présenté par 1’acide N-PDMPA ceci indique que ce produit
posséde I’activité antioxydante la plus élevée, tandis que la plus grande valeur de ICso (87.55
pg / mL) a été détectée dans '’EDTMP.

I1V.1.4.3. Paramétres thermodynamiques

La faisabilitt¢ thermodynamique du piégeage des radicaux par les acides
a-aminophosphoniques synthétisés a été estimée en termes de constante de liaison (Ky) et
d’¢énergie libre de Gibbs standard (AG®). Les valeurs Ky sont déterminées en utilisant les

courbes de la figure IV. 8 tracées a partir de 1’équation suivante [10].

1

) =log K, + log (zg:iipa) (Crest €5t la concentration des composés testés).

log (

Ctest

D’apres le tableau IV.4, il apparait que les valeurs des constantes Kp des acides
a-aminophosphoniques testés sont elevées, ce qui confirme la forte interaction des composes
N-EDMPA, N-PDMPA et EDTMP avec le radical 03~.

AG® peut étre calculé a partir de Kp en utilisant I’équation: AG® = — RT In (Csolvent Kb)

ol R est la constante des gaz parfaits (8.314 J K * mol ). T (K) la température absolue.

Csolvent €st la concentration molaire d’un solvant, dans notre cas le DMSO.
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Figure IV. 8: Les courbes Log (I,q /19, — L,q ) = f (log 1/Cy,s, ) des composés N-EDMPA,

N-PDMPA, EDTMP et BHT.

Les valeurs négatives de AG ° (Tableau 1V.4) indiquent la spontanéité de la réaction
antiradicalaire, mais aussi la stabilité des especes formées, ce qui considéré comme une
preuve évidente de ’efficacité des composés testés.

Tableau 1V.4 : ICso, Kp et 4G° des molécules N-EDMPA, N-PDMPA, EDTMP et BHT

obtenues par les tests d’inhibition des anions superoxyde.

Produits I1Cso(pug/ml) | Ko (I/mol) | AG°(kJ/mol)
N-EDMPA 65.668 3451.437 -26.736
N-PDMPA 57.635 4036.454 -27.212

EDTMP 87.55 3162.27 -26.519

BHT 180.9 443.53 -21.652
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IV.2. Evaluation de Dactivité anti-inflammatoire (Inhibition de la

dénaturation des protéines).

Il est bien connu que la dénaturation des protéines tissulaires conduit & des maladies
inflammatoires. Un composé qui peut empécher la dénaturation des protéines, serait utile pour

le développement de médicaments [11].

Dans la présente étude, 1’effet anti-inflammatoire in vitro des trois molécules (acides
a-aminophosphoniques) synthétisées, est évalué contre la dénaturation de 1’albumine, les

résultats obtenus pour chaque test, sont regroupés dans le tableau 1V.5.

Tableau 1V.5: Activité anti-inflammatoire des molécules N-EDMPA, N-PDMPA, EDTMP, et

de [’aspirine exprimé en %.

C Activité anti-inflammatoire (%)
Température
(Mg/mL) | N-EDMPA | N-PDMPA | EDTMP | Aspirine

952 94.7 95.7 95.8
60°C 476 94.5 94.5 95.6

238 935 94.3 95.4

952 96.1 95.3 95.6
65°C 476 95.4 94.5 95.4

238 95.1 94.7 95.8

952 95.9 95.8 96.2 90.6
72°C 476 94.8 94.9 94.6 77.25

238 16.6 31.8 63.2 60.9

L’effet inhibiteur des acides synthétises et de 1’acide acétylsalicylique (Aspirine) sur la

dénaturation des protéines, a été exprimé en pourcentage 1’histogramme de la figure 1V. 9:
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Figure 1V. 9: Histogramme du pourcentage de [ activité anti-inflammatoire des acides

a-aminophosphoniques et de l’aspirine a T= 72°C.

La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leur
structure tertiaire et leur structure secondaire sous 1’effet d’un stress externe ou d’un composé
tel qu’un acide ou une base forte, un sel inorganique concentré, un solvant organique ou de la
chaleur [12]. Le mécanisme de la dénaturation peut impliquer une altération de la liaison

électrostatique, hydrogéne, hydrophobe ou disulfure [13].

La plupart des protéines perdent leur fonction biologique lorsqu’elles sont dénaturées.

La dénaturation des protéines est I’une des causes bien définies de I’inflammation [12].

On remarque d’aprés les résultats qu’aux températures (T = 60 et 65°C), ou la
dénaturation des protéines n’a pas atteint son maximum, les trois acides montrent une
inhibition maximale entre (96-93%) pour les trois concentrations (952, 476 et 238 ug/mL).
Pour la température T=72°C et aux concentrations 952 pg/mL et 476 pg/mL les acides
a-aminophosphoniques présentent une activité inhibitrice de 95%-94% sur la dénaturation des
protéines. En comparaison avec 1’anti-inflammatoire standard, les molécules synthétisées ont
donné le méme pourcentage d’inhibition pour les deux premiéres concentrations, alors que
pour la concentration 238 pg/mL, le taux d’inhabitation était comme suit: EDTMP (63.2%),
N-PDMPA (31.8%) et N-EDMPA présente le pourcentage le plus faible (16.6%).
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IVV.3. Evaluation des propriétés antibactériennes

L’utilisation abusive des antibiotiques a induit le phénoméne de résistance des
bactéries infectieuses aux antibiotiques. Ce probleme que rencontre la médecine actuelle, a

relancé la recherche vers d’autres agents antimicrobiens.

Au cours des tests effectués dans ce travail, I’activité antibactérienne des acides
synthétisés a été déterminée a trois doses différentes (2.5, 5, 10 ug/mL) contre quatre types
des bactéries causant pour la plupart des infections urinaires et des maladies nosocomiales
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus) en

utilisant la méthode de diffusion de disque sur milieu de Mueller-Hinton gélosé.

Cette méthode est utilisée pour signaler la présence de 1’activité antibactérienne par
I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier imprégné par les composés
testés, les résultats ont été comparés avec ’antibiotique standard (gentamicines) qui a été

utilisés comme contr6le positif et le DMSO utilisées comme controle négatif.

Dans notre travail les disques d’antibiotiques gentamicines (GEN 10 pg) ont été
sélectionnés comme contrdle positif, ce choix est di a la sensibilité des souches choisies pour
cet antibiotique et en raison de leur spectre d’action assez large et de leur utilisation fréquente
en milieu hospitalier pour le traitement des infections causées par la plupart des germes de
notre étude et selon aussi leur disponibilité.

Figure 1V.10 : Effet inhibiteur des acides a-aminophosphoniques et de la gentamicine sur la
souche bactérienne Pseudomonas aeruginosa.

Le DMSO n’a aucune zone d’inhibition, c’est-a-dire il n’a pas d’effet significatif,

alors que tous les autres composés ont montré une activité inhibitrice plus ou moins

importante.
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Les résultats de mesures des diamétres des zones d’inhibition de la croissance
bactérienne au tour des disques, en présence des molécules N-EMDPA, N-PMDPA, EDTMP

et du standard sont ressemblés dans le tableau IV.6.

Tableau 1V.6: Diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne au tour des
disques en présence des molécules N-EMDPA, N-PMDPA, EDTMP et du standard.

Diametre de la zone d’inhibition (mm)
Souches C -
bactériennes (mg /mL) compose _
N-EMDPA | N-PMDPA | EDTMP | gentamicine
- 25 - - 10
‘% | Escherichia coli 5 10 10 10 14
2 10 10 10 10
E 2.5 - 10 10
- crvull B e— — -
10 - 10 12
2.5 - 10 10
£ Bacillus subtilis 5 - 10 10 31
g 10 - 10 10
% 2.5 - - 23
1 Stapgﬁlrzcl:gccus 5 . . 55 24
10 - - 27

E. coli : Escherichia coli, P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa, B. subtilis :Bacillus subtilis, S. aureus:
Staphylococcus aureus.
Les résultats obtenus indiquent que le micro-organisme le plus sensible a ces acides

était Escherichia coli Gram négative, dont le diamétre d’inhibition est égal a 10 mm.

Toutes les souches se sont révélées sensibles a la gentamicine avec des diametres
variés. Le plus grand a été enregistré sur B. subtilis avec une zone de 31 mm, et le plus petit
est de 14 mm enregistré sur E. coli.

L’acide N-PDMPA montre une activité inhibitrice faible vis-a-vis de E. coli,
P. aeruginosa et B. subtilis et n’a montré aucune activité sur S. aureus, tandis que 1’acide
N-EDMPA a une activité contre E. coli, mais qu’il n’a montré aucune activité sur les trois

autres souches.

D’autre part, on peut remarquer que 1’acide EDTMP posséde le plus large spectre
d’activité antibactérienne contre les quatre souches de bactéries testées, et présente une
meilleure activité vis-a-vis de S. aureus avec une zone de 27 mm, ceci est traduit par une

activité inhibitrice forte de cette molécule.
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Le diamétre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un composé
a un autre. Cette variabilité des résultats de 1’activité biologique des produits synthétisés peut
dépendre de ses structures chimiques, ses propriétés physicochimiques et les caractéristiques

des membranes plasmiques des bacteéries.

On peut conclure, que les molécules synthétisées possedent toutes une activité
antibactérienne contre les souches testées - qui sont des microbes pathogénes - quoique les

diameétres des zones d’inhibition soient relativement faibles.
IV.4. Essais de I’activité hémolytique des molécules synthetisées

L’activit¢é hémolytique in vitro sur des érythrocytes (globule rouge) humains de
différentes concentrations des produits synthétises a été réalisée selon le protocole
expérimental décrit dans les travaux de Malagoli (2007) [14]. L’hémolyse totale a été obtenue

avec de I’eau distillée et une hémolyse a 0% avec sérum salé 9%.

Le suivi de I’absorbance a 540 nm qui refléte la concentration d’hémoglobine, permet
d’évaluer aisément le pouvoir hémolytique des produits testés. Les résultats obtenus sont

regroupés dans le tableau IV.7.

Tableau IV.7 : Absorbances mesurées en fonction de la concentration pour évaluer [’activité

hémolytique in vitro.

Concentration Molécule
Controle
(mg/mL) EDTMP N-EDMPA | N-PDMPA

0.0625 0.118 0.13 0.136

0.125 0.124 0.134 0.14
0.25 0.157 0.167 0.194 1

0.5 0.271 0.298 0.303

1 0.33 0.393 0.402

Le taux d’hémolyse de différentes molécules est calculé en pourcentage (%) par
rapport au controle selon 1’équation Il. 6, les résultats obtenus sont illustrés par la figure

VI.11. Chaque concentration indique le pourcentage moyen de trois expériences d’hémolyse.
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Figure IV.11 : Evolution du taux d hémolyse dans des tubes contiennent une suspension

érythrocytaire en présence des acides o-aminophosphoniques synthétisés.

Les érythrocytes ont été utilisés par un certain nombre de chercheurs comme modeéle
pour I’étude de I’interaction des médicaments avec les membranes. L’avantage du mod¢le
d’érythrocytes est que le sang est facilement disponible et que les cellules sont faciles a isoler
du sang, de plus sa membrane présente des similitudes avec d’autres membranes cellulaires
[15].

L’hémolyse est due a la destruction des globules rouges résultant de la lyse de la

bicouche lipidiqgue membranaire.

La figure VI.11, montre que les acides a-aminophosphoniques synthétisés possedent
des activités hémolytiques dépendant de la concentration, mais tous les acides ont un effet

hémolytique faible sur les globules rouges humains.

Il est possible que I’activité cytotoxique soit non seulement ou pas liée aux propriétés
lytiques ou a I’instabilité membranaire induite par les composés, mais a un autre mécanisme
[16]. Donc il est trés important d’associer toutes les méthodes in vitro avec les testes in vivo

sur des modeéles animaux.

Page 104



Mehri Mouna Chapitre 1V: Activite biologique et pharmaceutique

IV.5. Calculs de chimie quantique

IV.5.1. Propriétés structurales et électroniques

Les structures moléculaires optimisées par la meéthode DFT (théorie de la
fonctionnelle de densité), B3LYP / 6-31G (d, p) de la forme la plus stable de N-EDMPA, N-
PDMPA et EDTMP sont illustrées par la figure 1V.12.

N-EDMPA N-PDMPA EDTMP
Figure 1V.12. Structures moléculaires optimisées par DFT pour les molécules N-EDMPA,
N-PDMPA et EDTMP

Les résultats des calculs de la distribution des donneurs d’électrons dans 1’orbitale
moléculaire occupée la plus élevée (HOMO) et la distribution des accepteurs d’électrons dans

’orbitale moléculaire inoccupée la plus basse (LUMO), sont présentés sur la figure 1V. 13.

A %‘/y
P " ®
] > s
HOMO ! N s
f 2 "
s ?

I AEgap = — 6.868 eV 1 AEgap= —7.207 eV iAEGAp =—-6.232eV

,@6}

LUMO

N-EDMPA N-PDMPA EDTMP
Figure 1V.13 : Distribution de la densité électronique totale des orbitales moléculaires a la
frontiere des molécules N-EDMPA, le N-PDMPA et 'EDTMP.
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La molécule caractérisée par la plus grande énergie Enomo et la plus petite énergie

ELumo est la molécule EDTMP avec Exomo = -5.85671 eV et, ELumo = 0.37552 eV.

L’énergie Enomo corresponde au potentiel d’ionisation (I), alors que 1’énergie ELumo
corresponde a I’affinité électronique (A). D’autre part, I’écart d’énergie AEcar (ELumo -
EHomo), est 1’énergie minimale nécessaire pour exciter un électron dans une molécule et
refléte D’activité chimique et 1’activité biologique de la molécule. Le plus grand écart

énergétique Exomo - ELumo, indique la molécule la plus dure et la plus stable / la moins

réactive. La diminution de 1’écart énergétique révele la bioactivité de la molécule [17].

Le tableau 1V.8 récapitule les valeurs obtenues des descripteurs de réactivité chimique

des composés étudiés déterminés par des calculs DFT, tels que 1’énergie totale (E), la dureté

chimique (1), le potentiel chimique électronique () et I’indice global d’¢lectrophilie (o).

Tableau 1V.8: La réactivité chimique globale des molécules N-EDMPA, N-PDMPA et
EDTMP, calculée par B3LYP / 6-31G (d, p).

Parameétres quantiques N-EDMPA N-PDMPA EDTMP
Etot (8V) —36713.80374 | —37783.56306 | —71255.34237
Enomo (eV) —6.34461 —6.59604 —5.85671
ELumo (eV) 0.52355 0.611440 0.37552
AEcap (eV) — 6.86816 —7.20748 —6.23223
Energie d’ionisation (1) 6.34461 6.59604 5.85671
Affinité électronique (A) —0.52355 —0.61144 —0.37552
Electronégativité (y) 2.91053 2.99230 2.74059
Potentiel chimique () —2.91053 —2.99230 —2.74059
Dureté moléculaire (1) 3.43408 3.60374 3.11611
Douceur moléculaire (S) 0.29112 0.27749 0.32091
Indice d’électrophilie (w) 1.2334 1.24230 1.20516
Moment dipolaire (Debye) 4.7193 4.9175 2.9445
Log p ~1.82 ~1.32 —4.54

La dureté chimique est associ¢e a la stabilité et la réactivité d’un systéme chimique,
elle mesure la résistance d’une molécule, au changement dans le transfert de la distribution ou
de la charge électronique. Plus la dureté de la molécule est importante, plus la molécule est

stable et donc moins réactive [18-19].

Page 106




Mehri Mouna Chapitre IV: Activité biologique et pharmaceutique

L’inverse de la dureté est défini comme douceur (S) de la molécule, ce paramétre peut
servir comme critére de la stabilité thermodynamique des composés et peut étre utilisé pour la
prédiction de la réactivité. La molécule plus douce, peut subir un réarrangement plus facile
pour la densité de charge et donc elle pourrait étre prédite a étre plus réactifs [20,21].
L’analyse des résultats portés dans le tableau 1V.8, montre que le composé EDTMP est le

plus doux, moins stable et plus réactif.

Le potentiel chimique électronique est défini comme la valeur négative de
1’électronégativité d’une molécule [22], physiquement, il décrit la tendance de dispersion des
¢électrons a partir d’un systéme a 1’équilibre [18]. Les valeurs de p calculées pour tous les
composés étudiés sont présentées dans le tableau 1V.8. Plus le potentiel chimique électronique
de la molécule est important, moins elle est stable et plus elle est réactive. La tendance du

potentiel chimique électronique suit la séquence suivante :
W EDTMP ('2740596\/) > W N-EDMPA (- 2910536V) = L N-EDMPA ('2992309V)
Ceci est en bon accord avec les résultats de calculs de la dureté.

Les trois composeés sont des molécules polaires, a en juger par leurs moments

dipolaires (Tableau 1V.8), la molécule la plus polaire est le N-PDMPA.

Le coefficient de partage (Log P) d’une substance chimique entre deux phases non
miscibles est le rapport des concentrations a 1’équilibre du composé dans la phase organique
apolaire et la phase aqueuse. Log P, est I’un des paramétres largement utilisé dans les études
de relations structure-activité quantitatives (QSARSs) [23]. Le solvant organique couramment
utilisé pour mesurer expérimentalement le coefficient de partage des molécules

médicamenteuses est le 1-octanol.

Une valeur positive du log P, (P>1), indique que le composé est lipophile, alors qu’une

valeur négative du log P, (P<1) indique que le composé est hydrophile.

A partir des résultats portés dans le tableau 1V.8, on peut dire que les trois composés
synthétisés sont des molécules hydrophiles et que la molécule EDTMP présente le coefficient
de partage (Log P) le plus bas (-4.54), donc c’est le composé le plus hydrophile, suivie par
N-EDMPA et enfin N-PDMPA.

On peut conclure selon les valeurs calculées de 1’énergie totale pour les composeés

étudiés (Tableau 1V.2), que ’EDTMP possede 1’énergie totale Eiwr, la plus basse ce qui
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indique que la molécule EDTMP est plus stable que les autres. La stabilité des molécules

synthétisées suit la séquence suivante :

EDTMP (E tot =71255.34237 ev) > N-PDMPA (€ tot = -37783.56306 ev) > N-EDMPA (E tot = - 36713.80374 eV)

Le conformere stable déterminé pour la molécule la plus stable (EDTMP) a été realisé
en utilisant ’analyse conformationelle. Par conséquent, la surface d’énergie potentielle (PES)
a été construite en changeant I’angle diedre sélectionné N1-C2—-C3—N4 de 0° & 180° avec un

pas de 10°. D’un autre cOté, les paramétres géométriques restants ont été simultanément

relachés.

Le balayage PES obtenu pour I’angle diedre sélectionné a été présenté par la figure

IV.14. En principe, 1’énergie potentielle minimale (la géométrie & 1’équilibre) est due a la

conformation la plus stable, qui est la géométrie a 1’équilibre.

Total Energy (eV)

Figure 1V.14: Balayage de [’énergie totale de la molécule la plus stable (EDTMP) avec

Les résultats de balayage présentés sur la figure 1V.14, montrent clairement que la

conformation la plus stable est attribuée a un angle de 180.16 ° avec une énergie minimale de

-71249.0587 eV.
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I’angle diedre sélectionné (N1-C2—-C3—-N4).

I1VV.5.2. Surfaces du potentiel électrostatique moléculaire (MEP)

Pour déterminer les sites actifs responsables aux attaques €lectrophiles et nucléophiles,

nous avons choisi d’utiliser les surfaces du potentiel électrostatique moléculaire (MEP)

comme un descripteur utile.

40
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MEP illustre la distribution de charge des molécules en trois dimensions et corréle la
distribution de charge totale avec le moment dipolaire, 1’électronégativité, les charges
partielles et le site de la réactivité chimique d’une molécule [24]. Les différentes valeurs du
MEP a la surface des molécules étudiées apparaissent avec les différentes couleurs (Figure
IV.15).

-7.834 107 [T

N-EDMPA

N-PDMPA
-8.261 107 w

EDTMP

Figure 1V.15 : Potentiel électrostatique moléculaire des molécules N-EDMPA, N-PDMPA et
EDTMP.

Page 109



Mehri Mouna Chapitre IV: Activité biologique et pharmaceutique

En genéral, les couleurs rouge et jaune indiquent les régions négatives du MEP et
correspondent a la réactivité nucléophile, tandis que la couleur bleue indique les régions
positives correspondant a la réactivité électrophile.

Les résultats du MEP montrent que les potentiels négatifs sont présentés par les
atomes d’oxygene électronégatifs, alors que les potentiels positifs sont présentés par les

atomes d’hydrogéne dans tous les composes.
IV.5.3. Charges atomiques des molécules N-EDMPA, N-PDMPA et EDTMP

L attribution des charges positives et négatives présente un facteur essentiel dans les
calculs de chimie quantique; ceci est di aux différentes propriétés du systeme moléculaire
affecté par les charges atomiques, telles que la structure électronique, la polarisabilité
moléculaire, le moment dipolaire et le comportement acide-base [25]. Généralement,
I’attribution de charge sur les atomes indique les paires de contributeurs et d’accepteurs
incluant le transport de charge dans la molécule [26, 27]. En comparaison avec les charges de
Mulliken, les charges NBO sont tres fiables, car ils exercent simultanément sur la densité
électronique. En outre, I’examen NBO offre une technique puissante pour examiner les
liaisons intra et intermoléculaires et I’interaction entre les liaisons, et offre également une
base appropriée pour 1’examen du transfert de charge ou des interactions de charge ou des
interactions conjugatives dans le systéme moléculaire. D’autre part, I’analyse NBO peut étre
utilisée pour évaluer la délocalisation de la densité électronique entre les orbitales de type
Lewis occupées et libres, ce qui indique la stabilisation des interactions donneur-accepteur
[28].

Dans ce contexte, les composés étudiés sont des molécules comportent des
hétéroatomes O, N et P capables d’interagir avec les sites réactifs du récepteur. Pour les
composés étudiés, les charges atomiques naturelles des atomes sélectionnés sont listées dans
le tableau 1V.9. Nous observons clairement que les charges les plus négatives se trouvent sur
les atomes : O7, 08, 09, 011, 012 et O13 pour N-EDMPA et O7, 08, 012, O13 et O14 pour
le N-PDMPA et 010, O11, 012, 014, 015, 016, 018, 019 et 020 pour ’EDTMP. D’autre
part, les charges les plus positives se trouvent sur le P6 de N-EDMPA, N-PDMPA et
EDTMP.
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Tableau 1V.9: Charges atomiques des molécules N-EDMPA, N-PDMPA et EDTMP
calculées par B3LYP / 6-31G (d, p).

N-EDMPA N-PDMPA EDTMP

Atom NBO Charge | Atom NBO Charge | Atom NBO Charge | Atom NBO Charge

Cl  -0.6948400 | N1  -0.5433800 | N1 -0.5172700 H40 0.5505900
C2 -0.2637600 | C2 -0.6647600 | C2 -0.2801700 H41  0.5275300
N3  -0.5351900 | C3  -0.6764000 | C3 -0.2702500 H42  0.5236300
C4  -0.6658700 | C4 -0.6887400 | N4 -0.5460600 H43  0.5475900
C5 -0.6705400 | C5 -0.4804200 | C5 -0.6624900 H44  0.5244700
P6 2.3891700 C6  -0.2595500 | C6 -0.6636600
O7  -1.0715200 | P7  2.3593500 | C7 -0.6481700
08  -1.0310900 | O8 -1.0672900 | C8 -0.6604000
09  -1.0419400 | O9 -1.0282700 | P9 2.3830400
P10  2.3742500 | O10 -1.0272300 | O10 -1.0561700
011 -1.0697000 | P11  2.3486100 | O11  -1.0526900
012 -1.0357400 | O12 -1.0687200 | O12  -1.0370900
013 -1.0201000 | O13 -1.0298700 | P13 2.4109200
H14  0.2332600 | O14 -1.0230800 | O14  -1.0990500
H15 0.2374100 | H15 0.2753800 | O15 -1.0146400
H16  0.2451500 | H16 0.2753900 | O16  -1.0469400
H17  0.2496500 | H17 0.2761200 | P17 2.3353700
H18 0.2065300 | H18 0.2678800 | O18  -1.0730700
H19  0.2520900 | H19 0.2312600 | O19  -1.0288200
H20 0.2773400 | H20 0.2300500 | O20  -1.0268300
H21  0.2492100 | H21  0.2440400 | P21 2.3854000
H22  0.2672000 | H22 0.2448200 | O22  -1.0784500
H23  0.5239400 | H23 0.2360500 | 023  -1.0646500
H24  0.5303700 | H24 0.2266100 | O24  -1.0304600
H25 0.5355900 | H25 0.2386700 | H25  0.2564300
H26  0.5291100 | H26 0.5242600 | H26  0.2298600
H27  0.5216000 | H27  0.2086900
H28 0.5312500 | H28  0.2582100
H29  0.5263800 | H29  0.2760200
H30  0.2591500
H31  0.2748800
H32  0.2490500
H33  0.2688900
H34  0.2668400
H35  0.2632800
H36  0.2539400
H37  0.5361800
H38  0.5323700
H39  0.5350100
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La partie positive du récepteur interagit plus probablement avec les sites atomiques
chargés négativement des composés étudiés (O et N), tandis que la partie négative du

récepteur interagira plus facilement avec les atomes les plus positivement chargés (P et H).

Ces interactions jouent peut-étre un role essentiel dans la bioactivite des molécules
étudiées [29].

Enfin, a partir de DI’analyse NBO, nous concluons que [’acidit¢ des atomes

d’hydrogéne du groupe hydroxyle est tres significative pour I’activité antioxydante.

Page 112



Mehri Mouna Chapitre IV: Activité biologique et pharmaceutique

Références bibliographiques

[1] J. Kubola, S. Siriamornpun, Phenolic contents and antioxidant activities of bitter gourd
(Momordica charantia L.) leaf, stem and fruit fraction extracts in vitro, Food Chem, 110
(2008) 881-890.

[2] B. Tepe, D. Daferera, A. Sokmen, M. Sokmen, M. Polissiou, Antimicrobial and
antioxidant activities of the essential oil and various extracts of Salvia tomentosa Miller
(Lamiaceae), Food Chem. 90 (2005) 333-340.

[3] S. Sakanaka, Y. Tachibana, Y. Okada, Preparation and antioxidant properties of extracts
of Japanese persimmon leaf tea (kakinoha-cha), Food Chem, 89 (2005) 569-575.

[4] K. Le, F. Chiu, K. Ng, Identification and quantification of antioxidants in Fructus lycii
Food Chem. 105 (2007) 353-363.

[5] YP. Zou, YH. Lu, DZ. Wei, Antioxidant Activity of a Flavonoid-Rich Extract of
Hypericum perforatum L. in vitro. J. Agric. Food Chem. 52 (2004) 5032-5039.

[6] S.M. Jeong, S.Y. Kim, D.R. Kim, S.C. Jo, K.C. Nam, D.U. Ahn, S.C. Lee, Effects of heat
treatment on the antioxidant activity of extracts from citrus peels, J. Agric. Food Chem. 52
(2004) 3389-3393.

[7] D. Vasudevan, H. Wendt, Electroreduction of oxygen in aprotic media, J. Electroanal.
Chem. 392 (1995) 69-74.

[8] C. Le Bourvellec, D. Hauchard, A. Darchen, J.L. Burgot, M.L. Abasq, Validation of

a new method using the reactivity of electrogenerated superoxide radical in the antioxidant
capacity determination of flavonoids, Talanta 75 (2008) 1098-1103.

[9] S. Ahmed, F. Shakeel, Antioxidant activity coefficient, mechanism, and kinetics of
different derivatives of flavones and flavanones towards superoxide radical, Czech J. Food
Sci. 30 (2012) 153-163.

[10] Q. Feng, N.Q. Li, Y.Y. Jiang, Electrochemical studies of porphyrin interacting with
DNA and determination of DNA, Anal. Chim. Acta 344 (1997) 97-104.

[11] P. Padmanabhan , S.N. Jangle, Evaluation of in-vitro anti-inflammatory activity of herbal
preparation, a combination of four medicinal plants, Int. J. App. Basic. Med. Sci, 2 (2012)
109-116.

[12] G. Leelaprakash, S. Mohan Dass, In-vitro anti-inflammatory activity of methanol extract
of Enicostemma axillare, Int J Drug Dev Res. 3 (2011) 185-196.

Page 113


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814608002793
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814608002793
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814603004783
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814603004783
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814603004783
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030881460600954X

Mehri Mouna Chapitre IV: Activité biologique et pharmaceutique

[13] B. Kar, R. S. Kumar, I. Karmakar, N. Dola, A. Bala, U. K. Mazumder, P. K. Hadar,
Antioxidant and in vitro anti-inflammatory activities of Mimusops elengi leaves. Asian
Pacific Journal of Tropical Biomedicine, 2 (2012) 976-980.

[14] D. Malagoli, A full-length protocol to test hemolytic activity of palytoxin on human
erythrocytes, 1SJ 4 (2007) 92-94.

[15] Z. Mohammedi, F. Atik, Hemolytic activity of different herbal extracts used in Algeria,
IJPSR, 5 (2014) 495-500.

[16] L. Costa-Lotufo, M. Khan, A. Ather, D. Wilke, P. Jimenez, C. Pessoa, M.E.A. De
Moraes, M.O. De Moraes. Studies of the anticancer potential of plants used in Bangladeshi
folk medicine. J Ethnopharmacol, 99 (2005) 21-30.

[17] A. Hellal, S. Chafaa, N. Chafai, L. Touafri, Synthesis, antibacterial screening and DFT
studies of series of a-aminophosphonates derivatives from aminophenols, J. Mol. Struct. 1134
(2017) 217-225.

[18] P.K. Chattarji, B. Maiti, HSAB Principle Applied to the Time Evolution of Chemical
Reactions, J. Am. Chem. Soc. 125 (2003) 2705-2710.

[19] K.D. Sen, D.M.P. Mingos, Chemical hardness, Patri of the structure and bonding,
Springer, Berlin, 80 (1993).

[20] R.G. Pearson, Chemical hardness and density functional theory, J. Chem. Sci. 117
(2005) 369-377.

[21] P. Geerlings, F. de Proft, W. Langenaeker, Conceptual Density Functional Theory,
Chem. Rev. 103 (2003) 1793-1874.

[22] A.B. Sawant, C.H. Gill, R.S. Nirwan, Molecular structure and vibrational spectra of 2-[5-
(4-chlorophenyl)- 4,5- dihydro-1H- pyrazol-3-yl] phenol. Indian J. Pure Appl. Phys. 50 (2012)
38 - 44.

[23] A. Carpy, Importance de la lipophile en modélisation moléculaire, Analusis. 27 (1999)
3-5.

[24] S. Chidangil, M.K. Shukla, P.C. Mishra, A molecular electrostatic potential mapping
study of some fluoroquinolone anti-bacterial agents, J. Mol. Model. 4 (1998) 250-258.

[25] I. Sidir, Y.G. Sidir, M. Kumalar, E. Tasal, Ab initio Hartree-Fock and density functional
theory investigations on the conformational stability, molecular structure and vibrational
spectra of 7-acetoxy-6-(2,3-dibromopropyl)-4,8-dimethylcoumarin molecule, J. Mol. Struct.
964 (2010) 134-151.

Page 114



Mehri Mouna Chapitre IV: Activité biologique et pharmaceutique

[26] S. Fliszar, Charge Distributions and Chemical Effects: a New Approach to the Electronic
Structure and Energy of Molecules, Springer-Verlag, New York, 1983.

[27] Z.B. Maksic, Theoretical Models of Chemical Bonding. Part 3: Molecular Spectroscopy,
Electronic Structure and Intramolecular Interactions, first ed., Springer-Verlag, Berlin
Heidelberg, 1991.

[28] E. Reed, L.A. Curtiuss, F. Weinhold, Intermolecular interactions from a natural bond
orbital, donor-acceptor viewpoint, Chem. Rev. 88 (1988) 899-926.

[29] Y.N. Mabkhot, F.D. Aldawsari, S.S. Al-Showiman, A. Barakat, S.M. Soliman, M.I.
Choudhary, S. Yousuf, M.S. Mubarak, T.B. Hadda, Novel enaminone derived from thieno
[2,3-b] thiene: synthesis, x-ray crystal structure, HOMO, LUMO, NBO analyses and
biological activity, Chem. Cent. J. 9 (2015) 1-11.

Page 115



Chapitre V
Propriétes inhibitrices
de corrosion




Mehri Mouna Chapitre V: Propriétés inhibitrices de corrosion

V. 1. Introduction

La corrosion désigne I’altération d’un matériau par réaction chimique avec
un oxydant (le dioxygéne et le cation H" en majorité). L étude fondamentale des phénomenes

de corrosion releve essentiellement de I’électrochimie [1].

Les phénomeénes de corrosion peuvent sérieusement nuire a la bonne santé, soit
par allergie et/ou pénétration transcutanée de métaux toxiques (a partir de bijoux portés sur la
peau par exemple), soit par corrosion (galvanique notamment) de prothéses interne ou
présente dans la bouche (protheses orthodontiques). Les plombages dentaires (contenant
du mercure) ou certaines protheses orthodontiques peuvent subir des phénomenes galvaniques
et de modification de Redox aboutissant a la libération de petites quantités de métaux, ou

simplement se dégrader [2].

Pour une approche permettant 1’évaluation des capacités des molécules synthétisées a
utiliser pour la protection des matériaux employés dans le domaine de santé publique, nous
nous présentons dans ce chapitre, les résultats expérimentaux de 1’efficacité inhibitrice des
acides a-aminophosphoniques (N-EDMPA, N-PDMPA et EDTMP) vis-a-vis de la corrosion
de I’acier au carbone XC48 en milieu acide sulfurique (H2SO4; 0.5 M) établis par la méthode
gravimeétrique. On présentera notamment I’influence de la concentration et de la structure de
I’inhibiteur sur le comportement de I’acier en milieu acide sulfurique. Afin de déterminer le
mode d’action de ces inhibiteurs organiques, nous avons calculé et commenté certains
parametres thermodynamiques du processus d’activation et d’adsorption (Ea et AG). L’étude
expérimentale est couronnée par une étude théorique réalisée par la méthode de simulation de
dynamique moléculaire intéressante pour la confirmation des résultats expérimentaux et la

prédiction d’applications additionnelles.
V.2. Analyse gravimétrique

V.2.1. Effet de la concentration sur la perte de masse, la vitesse de corrosion et

P’efficacité inhibitrice

Les résultats de l’effet de la concertation des inhibiteurs étudiés : EDTMP,
N-EDMPA, N-PDMPA sur la perte de masse, la vitesse de corrosion et I’efficacité inhibitrice

sont regroupés dans le tableau V. 1.
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Tableau V. 1: Les parameétres de corrosion obtenus par gravimétrie de l’acier au carbone

XC48 en absence et en présence des inhibiteurs étudiés a différentes concentrations et a 298

K apres 24h d’immersion dans la solution corrosive H2SO4; 0.5M.

Inhibiteur | C (mol/l) | mi(g) m2(g) | Am (Q) | Acorr (9/cm?h) | 5(%) 0
Blanc | 55.1054 | 54.1639 | 0.9415 | 0.0055526067 - -
10° 51.6167 | 51.4945 |0.1252 | 0.0007902843 85.76 | 0.8576
5x10° | 559008 |55.7798 |0.121 0.00076377332 | 86.24 | 0.8624
EDTMP 10 52.0901 |51.9810 |0.1091 | 0.0006886583 87.59 | 0.8759
5x10* | 55.1885 | 55.0830 | 0.1055 | 0.0006659345 88.00 | 0.8800
103 55.3095 | 55.2198 | 0.0897 | 0.0005662021 89.80 | 0.8980
10° 58.6033 | 58.4382 |0.1651 | 0.0009736966 82.46 | 0.8246
5x10° | 48.8960 | 48.7552 |0.1208 | 0.0008472199 84.74 |0.8474
N-EDMPA 10 55.3836 | 55.2650 | 0.1186 | 0.0007486239 86.51 | 0.8651
5x10* | 50.6551 | 50.5467 | 0.1084 | 0.0006842398 87.67 | 0.8767
1073 57.7820 | 57.6804 | 0.1016 | 0.0005991979 89.20 | 0.8920
10° 53.8841 | 53.63920 | 0.2449 | 0.001717584 69.06 | 0.6906
5x10° |49.5321 |49.3035 |0.2286 | 0.0016032654 71.12 | 0.7112
N-PDMPA 10 50.9717 |50.7825 |0.1892 | 0.0011942635 78.49 | 0.7849
5x10* | 54.0185 |53.8363 |0.1822 | 0.0011500783 79.28 | 0.7928
1073 54,9511 | 54.7924 | 0.1587 | 0.0010017422 81.95 | 0.8195

Les figures V.1 montrent que la perte de masse et la vitesse de corrosion diminuent

avec l’augmentation de la concentration des inhibiteurs étudiés dans le milieu corrosif.

Ce comportement est li¢ a la formation d’une couche protectrice des molécules inhibitrices

adsorbées sur la surface de I’acier au carbone, ce qui bloque I’attaque agressive de 1’acide

sulfurique, en protégeant ainsi la surface du fer contre la corrosion.
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Figure V. 1 : Variation de la perte de masse et la vitesse de corrosion en fonction de la

concentration des inhibiteurs étudiés dans le milieu agressif.
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L’effet de la concentration sur I’efficacité inhibitrice est présenté par la figure V. 2.

90

=

85

—=— EDTMP

75 4 —e— N-EDMPA
—a— N-PDMPA

70

0,0:]00 0,0:)02 0,02)04 0,0:.')06 0,0:]08 0,0;)10
c (M)
Figure V. 2 : Variation de [’efficacité inhibitrice de corrosion des trois inhibiteurs examinés

en fonction de la concentration.

L’examen de cette figure montre que l’efficacité inhibitrice de corrosion des trois
inhibiteurs étudiés augmente avec 1’augmentation de la concentration. Ceci est expliqué par le
recouvrement de la surface de I’acier au carbone XC48 par un film protecteur des molécules

inhibitrices adsorbées.

Les histogrammes de la figure V.3 représentent une comparaison de la perte de masse
et de la vitesse de corrosion entre les trois inhibiteurs étudiés a la concentration optimale
(102 M). L’examen de ces histogrammes indique que I’'EDTMP présent les valeurs les plus

faibles de Am et Acorr par rapport a I’N-EDMPA et le N-PDMPA en suivant 1’ordre :
Am (N-PDMPA)> Am (N-EDMPA)> Am(EDTMP)

Acorr(N-PDMPA)> Acorr(N-EDMPA) > Acorr(EDTMP)
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Figure V.3 : Comparaison entre les pertes de masse et les vitesses de corrosion obtenues

a la concentration optimale des inhibiteurs étudiés.

La comparaison entre I’efficacité inhibitrice des trois inhibiteurs obtenus a la
concentration optimale a été représentée par la figure V.4. Selon cette figure on remarque
qua 10° M, P'EDTMP posséde D’efficacité la plus élevée par rapport au N-EDMPA et
N-PDMPA. La valeur la plus élevée de I’efficacité de TEDTMP est liée probablement a la
présence d’un nombre d’hétéroatomes (N et O) plus élevée dans sa structure moléculaire en
comparant avec le N-EDMPA et le N-PDMPA.

(%) (N-PDMPA)> 5(%) (N-EDMPA)> (%) (EDTMP)
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Figure V.4 : Comparaison entre les efficacités inhibitrices obtenues a la concentration

optimale des trois inhibiteurs étudiés.
V.2.2. Isothermes d’adsorption et détermination des parameétres thermodynamiques

La fixation des molécules organiques sur les surfaces solides se fait généralement par
adsorption. Ce phénoméne explique le mode d’action de la majorité des inhibiteurs
organiques sur les surfaces métalliques. Généralement, on distingue deux types d’adsorption
et ceci selon la nature des interactions entre les molécules inhibitrices et de la surface
métallique: la chimisorption et la physisorption. En outre, les isothermes d’adsorption sont un
moyen trés utilisé pour déterminer la nature des interactions entre les inhibiteurs et la surface
métallique. Plusieurs isothermes d’adsorption ont été développés dans la littérature pour
modéliser le processus d’adsorption, tel que : Langmuir, Temkin et Frumkin [3]. En effet, les
isothermes d’adsorption sont employées pour ajuster les valeurs du taux de recouvrement (6)

a différentes concentrations en inhibiteur.

La modélisation de I’adsorption des inhibiteurs étudiés sur la surface de ’acier au
carbone XC48 a été effectuée en utilisant les isothermes d’adsorption. En outre, les

paramétres thermodynamiques ont été calculés afin de déterminer le type d’adsorption.

Le modéle caractéristique de 1’isotherme d’adsorption de Langmuir est donné par

. . Ci 1
I’équation suivante: ~inh — + Cinn (V.1)
0 Kads

Ou : Kags : est la constante d’équilibre du processus d’adsorption.

Cinn : la concentration de I’inhibiteur dans la solution.

Le modéle caractéristique de I’isotherme d’adsorption de Temkin est donné par

I’équation suivante:
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exp(—2ab) = K,45C (V.2)

Le modéle caractéristique de I’isotherme d’adsorption de Frumkin est donné par

I’équation suivante:
(125) exp(2a8) = KoasC (v.3)

Les figures V. 5 (a, b et c) représentent les ajustements linéaires des équations des

isothermes de différents types obtenus selon les relations : V.1, V.2 et V.3.
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Figure V.5 : Isothermes d’adsorption de (a)Langmuir, (b) Temkin (c) Frumkin

de [’acier au carbone XC48 dans H2SOs ; 0.5M en présence des inhibiteurs étudiés a 25°C.

La comparaison entre les graphes d’ajustement linéaires et leurs coefficients de
corrélations R? des inhibiteurs étudiés, montre que les trois isothermes testées et obtenues on
exploitant la formule, Cim/6@ =f(Cinn), sont des lignes droites et que le coefficient de
corrélation R? d’isotherme d’adsorption de Langmuir est le plus proche de 1 (R%prme=
0.99991, R?%y-epmpa = 0.99967, R%N.pompa = 0.99987), ceci méne a conclure que ’adsorption
des trois inhibiteurs sur la surface de I’acier au carbone XC48 est obéi a I’isotherme

d’adsorption de Langmuir.
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Les valeurs des constantes d’équilibre d’adsorption (Kads) des trois inhibiteurs ont été
déterminées a partir des valeurs des réciproques de I’interception des lignes isothermes, les
résultats obtenus sont regroupés dans le tableau V. 2. Généralement, les valeurs élevées de la
constante d’équilibre d’adsorption indiquent qu’il y a des fortes interactions entre les
molécules adsorbees et la surface du métal, ceci peut étre attribué a la présence d’un nombre

important des hétéroatomes (O, N et P) dans les structures moléculaires des trois inhibiteurs.

L’énergie libre standard d’adsorption (AG2,;) est un paramétre important lié a la

constante d’équilibre d’adsorption (Kags) par I’équation suivante [4, 5]:

AGY = —RT In(55.5K,4s) (V.4)

ads

OU : R : est la constant du gaz parfait (8.314 J K mol™).
T : est la température absolue (K).

La valeur 55.5 : est la concentration de I’ecau en solution (M).

Le tableau V.2 montre que les valeurs de AGY;, obtenues pour PEDTMP, le N-
EDMPA et le N-PDMPA sont : — 40.6060 kJ mol?, —40.3427 kJ mol™ et — 38.3612 kJ mol™,
respectivement. Généralement les valeurs négatives de AGY, indiquent la spontanéité du
processus d’adsorption des molécules inhibitrices sur la surface de I’acier et les fortes

interactions entre I’inhibiteur et la surface métallique.

I est bien connu dans la littérature que les valeurs de AGY,, aux alentours de -20 kJ
mol™ ou moins négatives sont associés aux interactions électrostatiques entre les molécules
chargées et le métal chargé (adsorption physique), tandis que celles plus négatives que -40 kJ
mol?* impliquent le partage ou le transfert de charge entre les molécules inhibitrices et la
surface du métal par formation des liaisons covalentes (adsorption chimique) [6]. Pour les
inhibiteurs étudiés les valeurs de AG2,, calculées (Tableau V. 2) sont aux alentours de -40 kJ
mol?, ce qui indique probablement que I’adsorption des trois inhibiteurs sur la surface de

I’acier au carbone est une adsorption chimique.
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Tableau V. 2: Parameétres thermodynamiques de [’adsorption des inhibiteurs étudiés a la
surface de l’acier au carbone XC48 dans H>SO4; 0.5M a 25°C.

Inhibiteur Pente | Ordonnée a I’origine Kadgs (M™) R? AGY ;5 (kJ mol™)

EDTMP | 1.11421 3.19696.10° 0.3127.10° | 0.99991 - 40.6060
N-EDMPA | 1.12067 3.56338.10° 0.2806.10° | 0.99967 - 40.3427
N-PDMPA | 1.21864 8.03543.10° 0.1244.10° | 0.99987 -38.3612

V.2. Simulation de la dynamique moléculaire du processus d’adsorption

L’¢tude et la compréhension des interactions entre les molécules inhibitrices et la
surface de I’acier au carbone ont été effectuees théoriqguement par la méthode de simulation
de dynamique moléculaire (MDS). La méthode MDS est largement utilisee pour déterminer
d’une part les différentes configurations d’adsorption et d’autre part le systeme d’interaction

entre les molécules inhibitrices de corrosion et la surface de ’acier.
V.2.1. Configurations d’adsorption entre les inhibiteurs étudiés et la surface du Fe(110)

Les configurations d’équilibre d’adsorption des molécules inhibitrices étudiees sur la
surface de Fe (110) sont représentées sur la figure V. 6. L’examen de cette figure montre
clairement que les trois molécules sont adsorbées sur la surface de Fe (110) en mode
(position) paralléle des structures rigides des inhibiteurs par rapport a la surface de I’acier, ce

qui confirme les fortes interactions entre les trois molécules et les atomes du fer.

A partir des structures moléculaires des trois inhibiteurs, on peut dire que I’adsorption
sur la surface de I’acier au carbone est possible en partageant les électrons de I’azote et de
I’oxygene présentent dans les molécules inhibitrices avec le fer et la formation des liaisons de
coordination entre eux (interactions chimiques). En outre, les forces de dispersion de Van Der
Wales entrainent des interactions physiques entre les molécules inhibitrices et la surface

métallique, ce qui peut étre contribuée a I’attraction de la surface propre a la molécule.

Geénéralement, ce mode d’adsorption peut étre attribué a la forte interaction entre les
trois molécules étudiées et la surface métallique. Ceci est lié a la présence des atomes
d’oxygéne et d’azote riches en doublets d’électrons libres dans les structures moléculaires des
inhibiteurs étudiés, ce qui permet d’offrir des électrons a I’orbitale « d » inoccupée du fer

pour former des liaisons de coordination qui distinguent les complexes métalliques.
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©000000

a4 A A A A A A

Figure V.6: Configurations d’équilibre d’adsorption des molécules inhibitrices sur la
surface Fe (110) : (a) EDTMP, (b) N-EDMPA et (c) N-PDMPA. A gauche: vue de dessus et

a droite: vue de profil.

Les différentes énergies des systémes simulés ont été calculées et les résultats que

nous avons obtenus sont regroupés dans le tableau V.3.

Dans les calculs effectués, on a considéré que I’énergie du substrat (surface du fer) est
égale a zero. L’énergie totale est définie comme la somme des énergies des composés
adsorbés, 1’énergie rigide d’adsorption est 1’énergie de déformation. L’énergie d’adsorption

est I’énergie nécessaire pour que le composé soit adsorbé sur la surface de métal. En outre,
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I’énergie d’adsorption rapporte 1’énergie libérée (ou requise) lorsque les détendus sont
adsorbés sur le substrat. L’énergie d’adsorption est définie comme la somme de I’énergie
rigide d’adsorption et I’énergie de déformation pour les composés de I’adsorbat. L’énergie
rigide d’adsorption rapporte I’énergie libérée (ou requise) lorsque les composés adsorbés non
relaxés (c’est-a-dire avant I’étape d’optimisation de la géométrie) sont adsorbés sur le
substrat. L ’énergie de déformation rapporte I’énergie libérée lorsque les composés adsorbés
sont détendus sur la surface du substrat. Selon le processus de simulation, I’inhibiteur
EDTMP donne I’énergie maximale d’adsorption en valeur négative (tableau V.
3). Généralement, les valeurs élevées de I’énergie d’adsorption obtenues dans le cas de la
molécule EDTMP expliquent leur plus haute efficacité inhibitrice.

Tableau V.3: Les énergies calculées entre les molecules inhibitrices étudiees et la surface du

Fe (110).
. ) Energie Energie rigide Energie de
Systeme Energie totale ] )
d’adsorption d’adsorption déformation

Fe + EDTMP -162.79119440 | -149.60176794 -156.75218336 | 7.15041542

Fe + N-EDMPA | -119.18508984 | -101.09554324 -105.69724819 | 4.60170495

Fe + N-PDMPA | -110.15016820 -91.68453676 -92.57192527 0.88738851

V.3. Conclusion

Les molécules inhibitrices étudiées, dans ce travail, possédent un certain nombre de
doublets d’électrons libres appartenant aux hétéroatomes d’oxygene, d’azote et de phosphore,
permettant ainsi de fournir facilement des électrons aux orbitales (d) inoccupées dans la
structure du fer, ceci méne a la formation de liaisons de coordinations fortes et par
conséquent, ces molécules sont susceptibles de s’adsorber sur la surface du fer et de former
des couches d’adsorption stables, ces derniéres, protégent I’acier contre I’attaque corrosive du

milieu agressif.
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Conclusion générale

Dans le présent travail, nous avons synthétisé trois molécules bioactives appartenant a
la famille des acides a-aminophosphoniques par la réaction de Moedritzer-Irani a partir de
trois amines primaires en milieu aqueux. Les composes obtenus sont des solides stables

caracterisés par des points de fusion éleves.

La spectrophotométrie UV-Vis a permis de différencier et de confirmer 1’obtention de
nouveaux produits par le déplacement significatif de leurs bandes d’absorption par rapport a
celles caractéristiques des produits de départ.

La spectroscopie infrarouge ATR-FTIR indique la disparition des pics caractéristiques
des amines primaires et I’apparition de nouveaux pics caractérisant les groupements
phosphonates (P=0O, P-OH, P-C.).

L’analyse des produits synthétisés par la spectroscopie de résonance magneétique
RMN de *H, 3C et 3'P confirme les structures attendues.

L’évaluation de I’activité antioxydante des molécules synthétisées a été réalisée par
voix classique (la capacité¢ de piégeage du radical DPPH, le pouvoir réducteur de fer, -
carotene) et par voix électrochimique (méthode de la voltamétrie cyclique VC).

Les résultats obtenus par les techniques classiques montrent que ces composés sont
des antioxydants efficaces et présentent une bonne capacité de piégeage vis-a-vis des
différents radicaux utilisés et que les valeurs de I’ICso obtenues sont comparables a celles du
standard BHT.

La voltamétrie cyclique utilisé dans cette étude, montre I’effet de piégeage sur le
radical anion superoxyde et indique la forte interaction entre le radical et les trois acides
synthétises, ceci est quantifié par les valeurs élevées obtenues pour Ky,. D’autre part, le signe
négatif de AG® suggére la spontanéité de la réaction antiradicalaire. Selon cette méthode, nous
pouvons également proposer que le mécanisme de la réaction est un transfert d’atome
d’hydrogene.

L’activité anti-inflammatoire des acides phosphoniques synthétisés est équivalente a
celle de I’aspirine et I’augmentation du nombre des groupements phosphonates permis
d’améliorer cette activité.

Les molécules synthétisées possédent toutes une activité antibactérienne contre les
microbes pathogénes, quoique que les diamétres des zones d’inhibition soient relativement

faibles.
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L’activité hémolytique des acides a-aminophosphoniques synthétisés dépende de la
concentration, mais tous les acides ont un effet hemolytique faible sur les globules rouges

humains.

Les testes de I’efficacité inhibitrice de corrosion de 1’acier au carbone XC48 effectués
en milieu H2SO4; 0.5 M par la méthode gravimetrique, montrent que les molécules étudiées
sont des inhibiteurs de corrosion efficaces et que leurs efficacités augmentent avec
I’augmentation de leurs concentrations en milieu agressif. En outre, le compos¢ EDTMP
présente I’efficacité la plus élevée avec un taux d’inhibition de 89.80 %.

Pour une meilleure compréhension de 1’activité, les parametres de la chimie quantique
ont été calculés en utilisant la méthode DFT. Une bonne corrélation était visible entre les
valeurs rapportées expérimentalement et les paramétres de la chimie quantiques calculés tels
que les valeurs de AEgap, 1 et NBO.

Les résultats de la simulation de la dynamique moléculaire MDS indiquent que les
acides testés sont adsorbés parallélement a la surface du métal, ce qui confirme la forte
interaction avec les atomes du fer. En plus, les valeurs des énergies d’adsorption et des
énergies de liaison calculées pour les inhibiteurs étudiés indiquent que le composé EDTMP
présente 1’énergie d’adsorption la plus négative et I’énergie de liaison la plus €elevee, ceci est
conduit a des interactions EDTMP/surface plus stables, ce qui confirme leur efficacité
inhibitrice élevée.

Les perspectives envisagées au terme de ce travail de thése peuvent étre présenter

comme suit:

v' la synthése des acides a-aminophosphoniques hétérocycliques et cycliques riches en
groupements chromophoriques.

v’ étude de l’affinité des molécules synthétisées a former des complexes solides et en
solution avec les métaux de transition, les lanthanides et les actinides.

v’ poursuite de la mise en évidence des activités biologiques et pharmaceutiques des
molécules synthétisées, notamment 1’étude de leur intérét dans la lutte contre le cancer
et la tuberculose.

v" collaboration avec les chercheurs et les organismes intéressés par la protection de

I’environnement et la lutte contre la corrosion.
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Abstract:
Three a-aminophosphonic acids: N-EDMPA, N-PDMPA and EDTMP were synthesized, their
structures were confirmed by spectroscopic methods: UV-Vis, FT-IR, 'H NMR, *C NMR
and 3P NMR. The study of the biological properties of the synthesized compounds allowed
the evaluation of the antioxidant activity electrochemically (vc) and by conventional methods
(DPPH radical scavenging, measurement of the Ferric reducing-antioxidant power FRAP and
bleaching of B-carotene), evaluation of anti-inflammatory activity, evaluation of antibacterial
properties and evaluation of hemolytic activity. The obtained results have been confirmed by
calculations of quantum chemistry (DFT) and show that the synthesized molecules have
promising biological properties.
Corrosion phenomena can seriously harm health, for this reason we have exploited the
gravimetric method to study the corrosion inhibitory efficiency of synthesized molecules in
acidic medium (H2SOg; 0.5 M), it has been shown that they are effective inhibitors. We also
determined interactions between inhibitors and the surface of Fe (110) by Molecular
Dynamics Simulation (MDS) calculations.
Key words: Synthesis; a-aminophosphonates; antioxidant; anti-inflammatory, antibacterial,
hemolysis; corrosion.

Résume :

Trois acides a-aminophosphoniques : N-EDMPA, N-PDMPA et EDTMP, ont été synthétisés,
leurs structures ont été confirmées par les méthodes spectroscopiques : UV-Vis, FT-IR, RMN
H, RMN 3C et RMN 3P, L’étude des propriétés biologiques des composés synthétisés a
permis 1’évaluation de D’activité antioxydante par voie électrochimique (vc) et par les
méthodes classiques (piégeage du radical DPPH, mesure du pouvoir réducteur du fer ferrique
FRAP et blanchissement du B- carotene), I’évaluation de D’activité anti-inflammatoire,
évaluation des propriétés antibactériennes et évaluation I’activité hémolytique. Les résultats
obtenus ont été confirmées par les calculs de la chimie quantique (DFT) et montrent que les
molécules synthétisées présentent des propriétés biologiques prometteuses.

Les phénomenes de corrosion peuvent sérieusement nuire a la santé, pour cette raison nous
avons exploité la méthode gravimétrique pour étudier I’efficacité inhibitrice de corrosion des
molécules synthétisées en milieu acide (H2SOs; 0.5 M) et on a démontré que ces molécules
sont des inhibiteurs efficaces. Nous avons également déterminé les interactions entre les
inhibiteurs et la surface du Fe(110) par les calculs de simulations de la dynamique
moléculaire (SDM).

Mots clés: Synthése, a-aminophosphonates; antioxydant; anti-inflammatoire,
antibactérienne, hémolyse, corrosion.
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